Genética de populações e filogeografia de Styela canopus (Savigny, 1816) by Barros, Rodolfo Corrêa de, 1975-









































































Tese apresentada ao Programa de Pós-Graduação em 
Zoologia, Setor de Ciências Biológicas da Universidade 
Federal do Paraná, como parte dos requisitos para a 
obtenção do Título de Doutor em Ciências na Área de 
Zoologia. 
 








































































Dedico este trabalho a minha esposa e filhos. Amo vocês! 
 
AGRADECIMENTOS 
   
 Meus mais sinceros agradecimentos à Profa. Rosana Moreira da Rocha. Obrigado “Ro” por 
aceitar o desafio de orientar este estudante outlier, pela persistente confiança e apoio e, acima de 
tudo, por ter sido referencial ao longo de minha formação acadêmica. 
 Ao Programa de Pós-graduação em Zoologia e ao Departamento de Zoologia da 
Universidade Federal do Paraná, por propiciarem a realização desta pesquisa através de 
infraestrutura, recursos materiais e de financiamento.  
 É imprescindível agradecer à Serina Lee Siew Chen e Lim Chin Sing (National University of 
Singapore), Lauren Stefaniak (Georgia Southern University), Noa Shenkar (Tel-Aviv University), 
Gretchen Lambert (University of Washington), Marie Nydam (Centre College), Luis Felipe Skinner 
(Universidade Estadual do Rio de Janeiro) e Sandra Marisa Nobre de Andrade (Luanda, Angola) 
pelo fundamental envio de amostras. Sem a inestimável ajuda desses pesquisadores este projeto não 
teria saído do papel. Meu muito obrigado a Joke Bleeker (Naturalis Biodiversity Center) pelo 
empréstimo de amostras que enriqueceram a presente tese.  
 Agradeço também à Gilberto Caetano Manzoni e Heluiz Renato Leal (Universidade do Vale 
do Itajaí, Centro Experimental de Maricultura), pelo apoio logístico durante as coletas em Penha, 
Santa Catarina.   
 Meu muito obrigado ao Prof. Mário Navarro pelo auxílio com equipamentos de pesquisa e 
pelas palavras de estímulo. 
 Aos colegas do Laboratório de Invertebrados Marinhos, Nadia Yukiji Koto Bonnet, Gabriel 
Roehrig Pacheco, Nícolas Binneck Chierigatti, Daniel de Miranda Lins, Janaína de Araújo 
Bumbeer, Isabela Monteiro Neves e Pedro Meyer Tokoro pela paciência e apoio ao longo desses 
quatro anos. Um especial agradecimento à Joyce Ana Teixeira e Sandra Vieira Paiva pela parceria 
empreendida com a Sistemática Molecular, a Karen Alves de Oliveira pelo auxílio na dissecação 
dos espécimes e a Livia de Moura Oliveira, que mesmo tendo seus afazeres de doutoranda nunca 
me negou ajuda, incluindo consultorias via WhatsApp. 
 À colega Bióloga Paula A. F. Borges Bassi, do Laboratório de Biologia Molecular - 
Departamento de Zoologia - UFPR, pela compreensão, paciência e pelas dicas salvadoras, e ao 
colega Valter Antônio de Baura, do Departamento de Bioquímica - UFPR, pelo auxílio com 
equipamentos e pela generosidade em compartilhar sua valiosa experiência com sequenciamento de 
DNA.  
 Meu muito obrigado à Elaine Novakowski, Elisane Camargo de Souza Bachtzen, Isabel 
Hammerschmidt Perin e Marcia Valeria Costa Sales, amigas do Setor de Imunoquímica do 
 
Hospital de Clínicas - UFPR, pela infinita paciência que tiveram e por todo apoio que me deram. 
Serei sempre grato.  
Um especial agradecimento à Cristiane Maria Chemin, amiga do Setor de Imunoquímica do 
Hospital de Clínicas - UFPR, que me instigou a continuar os estudos e a buscar o doutorado. 
 Meus sinceros agradecimentos à Marisol Dominguez Muro (Chefia da Unidade Laboratório 
de Análises Clínicas) e Gislaine Custódio (Chefia do Laboratório de Imunoquímica), por 
compreenderem a importância deste doutorado e por me ajudarem da forma que lhes foi possível. 
 Um “gigaimenso” obrigado aos alunos do curso de Ciências Biológicas da Universidade 
Positivo pela paciência que tiveram, respeitando meu cansaço e meus constantes lapsos de memória 
durante esses quatro anos.  
 Um especial agradecimento a Eliete Garcia Rodrigues, minha professora de alfabetização. 
Ao lembrá-la, desejo homenagear a todos os professores das instituições pelas quais passei (Escola 
Estadual República Oriental do Uruguai, Colégio Estadual Cristo Rei, Colégio Estadual 
Conselheiro Zacarias, Colégio Estadual do Paraná e Universidade Federal do Paraná) e que 
contribuíram com a minha formação intelectual ao longo de 23 anos de estudo.  
Muito obrigado aos amigos e mestres Cláudia Luiza Recco e Paulo Celio Kuss 
Hammerschmidt (in memoriam) por todo o incentivo e apoio que me deram com a escolha da 
Biologia. 
 Aos meus amados irmãos, Rodrigo e Ricardo, que mesmo à distância torceram pelo meu 
sucesso e, pacientemente, compreenderam minha ausência. 
 Aos meus amados pais, Maria e Osíris, pelo ‘kit de química’, pelo ‘primeiro microscópio’, 
por todo o sacrifício que fizeram por nós, mas, acima de tudo, pelo apoio incondicional, pelos 
exemplos de retidão e de perseverança, aos quais seguirei pelo resto de minha vida. 
 À minha amada Waleska, pela compreensão e encorajamento constantes durante tão longos 
e conturbados anos de doutorado e por ficar ao meu lado em todas as minhas escolhas. 
  Aos meus amados filhos, Maria Vitória e Pedro Henrique, que sempre, com muito cuidado 






















































I have worked as hard and as well as I could, 






Em um momento no qual a maioria dos taxa ainda precisa de descrição e a lista de extinções está 
aumentando, o número de taxonomistas está diminuindo. Por outro lado, análises filogenéticas e de 
delineamento de espécies com dados moleculares tem levado ao reconhecimento de um grande 
número de espécies crípticas, que requerem investigação morfológica. Suspeita-se que Styela 
canopus possa ser um complexo de espécies crípticas, pois apresenta ampla distribuição geográfica, 
grande variação morfológica e extensa sinonímia. Esta hipótese foi testada a partir do uso 
combinado de análises moleculares, de caracteres morfológicos qualitativos, métricos e merísticos. 
Sequências de COI e ANT foram utilizadas para recuperar as relações filogenéticas de 19 
populações de S. canopus, bem como para acessar a variabilidade genética e estimar o fluxo gênico. 
Foram obtidas 268 sequências de COI e 67 sequências de ANT. Foi observada elevada diversidade 
genética nas popuplações de S. canopus (COI: π = 0,18 e h = 0,99; ANT: π = 0,13 e h = 0,95). Os 
métodos de Inferência Bayesiana e Máxima Verossimilhança recuperam as mesmas topologias, 
tanto para a análise de locus simples (COI) quanta para a análise multilocus (COI + ANT) e 
indicaram a existência de clados bem suportados. Foram utilizadas as metodologias de locus 
simples ABGD, bPTP e GMYC para investigar possíveis espécies. As três metodologias indicaram 
a existência de 12 espécies para os dados de S. canopus. O método BSD foi utilizado para investigar 
as espécies a partir dos dados concatenados e suportou sete das 12 espécies anteriormente obtidas. 
Em função destes resultados, propomos que a espécie passe a ser tratata como “complexo Styela 
canopus”. A análise filogeográfica indicou que as regiões do Panamá, Japão e costa leste dos 
Estados Unidos parecem estar isoladas das demais. Por outro lado, existe significativa 
conectividade entre as populações de Angola, Singapura, Bahia, Ceará, Epírito Santo, Rio de 
Janeiro, São Paulo, Penha e Governador Celso Ramos, resultado de processos de bioinvasão. 
Embora a ANOVA tenha detectado diferenças significativas interpopulacionais entre as médias dos 
caracteres morfométricos, não foi possível discriminar claramente nenhuma das populações através 
da Análise de Componentes Principais. Os dados morfométricos não se mostraram muito eficazes 
para o estabelecimento de espécies dentro do complexo Styela canopus devido ao elevado grau de 
homoplasias. Em contrapartida, caracteres qualitativos como a cor da túnica na região próxima aos 
sifões, tamanho e morfologia dos folículos testiculares, número elevado de gônadas e morfologia 
das escamas sifonais demonstraram ser bons caracteres diagnósticos e permitiram a descrição de 
duas novas espécies para o gênero Styela. A morfoespécie A é descrita a partir de espécimes 
coletados em Bocas del Toro, costa atlântica do Panamá, e a morfoespécie B foi coletada no 
Espírito Santo, Brasil. O presente trabalho destaca a importância de uma abordagem combinada 
para o estudo da diversidade de ascídias e reforça a importância da taxonomia, tanto para a melhor 
compreensão da evolução da vida, quanto para a conservação da biodiversidade. 
 
















In a time when most taxa need description and the list of extinctions is increasing, the number of 
taxonomists is declining. Paradoxically, phylogenetic and species delimitation analyzes with 
molecular data have raised the number of cryptic species, which require morphological 
investigation. It is suspected that Styela canopus may be a complex of cryptic species, because it 
has a wide geographic distribution, great morphological variation and extensive synonymy. This 
hypothesis was tested from the combined use of molecular and morphological analyzes. COI and 
ANT sequences were obtained and used to recover the phylogenetic relationships of 19 populations 
of S. canopus, as well as to access the genetic variability and estimate gene flow. Two hundred sixty 
eight sequences of COI and 67 sequences of ANT were obtained. High genetic diversity was 
observed in populations of S. canopus (COI: π = 0.18 and h = 0.99; ANT: π = 0.13 and h = 0.95). 
Bayesian Inference and Maximum Likelihood methods retrieve the same topologies for both, single 
locus analysis (COI) and multilocus analysis (COI + ANT), and indicate the existence of well-
supported clades. The simple locus methodologies ABGD, bPTP and GMYC were used to delimit 
the species. The three methodologies indicated the existence of 12 species for S. canopus data. The 
BSD method was used to delimit the species from the concatenated data and supported seven of the 
12 species previously obtained. Due to these results, we propose that the species be treated as 
"Styela canopus complex". The phylogeographic analysis indicated that the regions of Panama, 
Japan and the east coast of the United States are isolated from the others. On the other hand, there is 
a significant connectivity between Angola, Singapore, Bahia, Ceará, Espírito Santo, Rio de Janeiro, 
São Paulo, Penha and Governador Celso Ramos populations, resulting from bioinvasion processes. 
Although ANOVA detected significant interpopulational differences between the means of the 
morphometric characters, it was not possible to discriminate clearly any of the populations through 
Principal Component Analysis. Morphometric data were not very effective for the establishment of 
species within the Styela canopus complex due to the high degree of homoplasy. On the other hand, 
qualitative characteristics such as the color of the tunic around the siphons, size and morphology of 
the testis follicles, high number of gonads and morphology of the siphonal scales showed diagnostic 
potential and allowed the description of two new species for the Styela genus. Morphospecies A is 
described from specimens collected in Bocas del Toro, Panama's Atlantic coast, and morphospecies 
B was collected in Espírito Santo, Brazil. The present work highlights the importance of a 
combined approach to the study of the diversity of ascidians and reinforces the value of the 
taxonomy, for a better understanding of life evolution and for the biodiversity conservation. 
 




INTRODUÇÃO GERAL          11 
 
CAPÍTULO I: Diversidade críptica em Styela canopus (Savigny, 1816): um nome, várias 
espécies            14 
 
CAPÍTULO II: Elevada variabilidade morfológica em Styela canopus (Savigny, 1816): a 
dificuldade da taxonomia alfa em ascídias cosmopolitas     40 
 
CAPÍTULO III: Duas novas espécies de Styela (Tunicata, Ascidiacea) registradas no Oceano 
Atlântico            63 
 
CONCLUSÃO GERAL          72 
 
REFERÊNCIAS           73 
 






 Styela canopus (Savigny, 1816) é uma espécie de ascídia solitária, com 20 mm de 
comprimento médio (MICHAELSEN, 1918a; TOKIOKA, 1951; KOTT, 1985), podendo atingir 40 
mm (SAVIGNY, 1816). Apresenta elevada variação morfológica externa (ABBOTT et al., 1997) 
sendo usualmente identificada pelo seu pequeno tamanho e formato oblongo, pela proximidade dos 
sifões localizados na região apical, pela presença de faixas brancas em ambos os sifões (Fig. 1) e, 
internamente, pela presença de um par de longos e sinuosos ovários de cada lado do corpo 
(SAVIGNY, 1816; HARTMEYER, 1926; VAN NAME, 1945; LAMBERT et al., 2005). 
 
 
Figura 1. Styela canopus in situ. A. Brasil, Bahia (Foto: Rosana Rocha*); B. Venezuela (Foto: 
ROCHA et al., 2010); C. Holanda (Foto: Anne Frijsinger & Mat Vestjens**); D. Singapura (Foto: 
LEE et al., 2013); E. Panamá (Foto: Rosana Rocha**); F. Panamá (Foto: Marc Rius**). * Acervo 
pessoal; ** Google Imagens.  
   
 Foi descrita inicialmente como Cynthia canopus (SAVIGNY, 1816, p. 154, pl. VIII, fig. 1) 
e, até meados do século 20, recebeu 21 denominações diferentes: Cynthia canopus Savigny, 1816; 
Tethyum canopus (Savigny, 1816); Ascidia rugosa Agassiz, 1850; Cynthia partita Stimpson, 1852; 
Halocynthia partita (Stimpson, 1852); Styela partita (Stimpson, 1852); Tethyum partitum 
(Stimpson, 1852); Styela variabilis Hancock, 1868; Cynthia stellifera Verrill, 1871; Cynthia 
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canopoides (Heller, 1877); Styela canopoides Heller, 1877; Styela pupa Heller, 1878; Tethyum 
pupa (Heller, 1878); Styela bicolor (Sluiter, 1887); Styela bermudensis Van Name, 1902; Styela 
orbicularis Sluiter, 1904; Tethyum orbiculare (Sluiter, 1904); Styela marquesana Michaelsen, 
1918; Styela stephensoni Michaelsen, 1934; Styela rectangularis Kott, 1952 e Styela barbaris Kott, 
1952. 
 Descrita originalmente no Mar Vermelho (SAVIGNY, 1816), já foi reportada para diversas 
regiões do mundo. É considerada uma espécie cosmopolita, sendo encontrada em águas quentes e 
subtropicais (Fig. 2, Supl. 1). É classificada como criptogênica, uma vez que sua distribuição 
geográfica nativa permanece incerta (ROCHA & KREMER, 2005), podendo ser originária do Indo-
Pacífico (SIMKANIN et al., 2016), especificamente da Ásia (ABBOTT et al., 1997). 
 
 
Figura 2. Distribuição mundial de Styela canopus inferida a partir dos registros históricos (maiores 
detalhes, ver Suplemento 1). Pontos vermelhos representam os novos registros trazidos no presente 
trabalho. Produzido com Diva-Gis 7.5 (HIJMANS et al., 2004). 
  
 O registro no extremo setentrional foi realizado no Mar do Norte, em 1904, enquanto o 
registro no extremo meridional foi realizado na Baía de Still, África do Sul. Houve um registro de S. 
canopus para a região do Estreito de Magalhães, Chile (MICHAELSEN, 1898). Contudo, a 
reanálise do espécime depositado em museu demonstrou que a identificação fora equivocada 
(ROCHA, 2017; comunicação pessoal). No Brasil, seu primeiro registro foi na década de 1970, no 
Estado do Rio de Janeiro (MONNIOT, 1970), sendo considerada introduzida na costa brasileira 
(ROCHA & KREMER, 2005). 
 Trata-se de um animal incrustador que explora a superfície de substratos artificiais em 
portos, preferindo habitats perturbados (VAN NAME, 1945; ABBOTT et al., 1997). Indivíduos da 
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espécie já foram registrados sobre o casco de navios em águas europeias (MILLAR, 1969) e 
aportados em Israel (GEWING & SHENKAR, 2017), aderidos a redes de pescas abandonadas 
(ROCHA & KREMER, 2005) e crescendo sobre as cordas de boias de sinalização (presente 
estudo), indicando o seu potencial para dispersão através da ação antrópica. Embora reportada com 
frequência em substratos artificiais, já foi verificada em ambiente natural na costa atlântica dos 
Estados Unidos (PLOUGH, 1978), crescendo sobre o mangue na Nova Caledônia (VASSEUR, 
1967a), Jamaica (GOODBODY, 2003) e Venezuela (GUERRA-CASTRO et al., 2011), sobre 
recifes em Belize (GOODBODY, 2000), sobre areia (SAVIGNY, 1816; VASSEUR, 1967a), em 
ambientes de grama marinha (WILLIAMS, 2007) e sobre as conchas de ostras (TOKIOKA, 1954b). 
Interessante observar sua capacidade de viver aderida à túnica de outras ascídias, tais como: 
Phallusia nigra Savigny, 1816 (SAVIGNY, 1816), Microcosmus helleri Herdman, 1881 e 
Microcosmus exasperatus Heller, 1878 (MICHAELSEN, 1918a), Styela plicata (Lesueur, 1823) 
(TOKIOKA, 1954b) e Microcosmus sp. (TOKIOKA, 1955). Ocorrem tanto como indivíduos 
isolados quanto em agregados (MONNIOT, 2002). 
 Sua ampla distribuição geográfica, a variação morfológica reportada e a extensa sinonímia 
indicam a possibilidade de que espécies crípticas estejam sendo reunidas sob a mesma 
denominação. Este problema tem sido recorrentemente identificado quando espécies com ampla 
distribuição são estudadas de maneira comparada e utilizando marcadores moleculares (RIUS & 
TESKE, 2013; FEHLAUER-ALE et al., 2014; DOMINGOS et al. 2017). Neste contexto, o objetivo 
do presente estudo foi testar a hipótese de que as populações reunidas sob a denominação “Styela 
canopus” constituem um complexo de espécies crípticas por meio de comparações morfológicas e 





Diversidade críptica em Styela canopus (Savigny, 1816): um nome, várias espécies. 
 
RESUMO 
O uso rotineiro de técnicas de sequenciamento de DNA, de análises filogenéticas e de delineamento 
de espécies tem elevado o número de espécies crípticas descobertas, especialmente no ambiente 
marinho. Suspeita-se que Styela canopus possa ser, na realidade, um complexo de espécies crípticas 
uma vez que apresenta ampla distribuição geográfica e grande variação morfológica externa. Essa 
hipótese foi testada a partir de uma abordagem mitonuclear. Sequências de COI e ANT foram 
obtidas e utilizadas para recuperar as relações filogenéticas de 19 populações de S. canopus, bem 
como para acessar a variabilidade genética e estimar o fluxo gênico. Foram obtidas 268 sequências 
de COI e 67 sequências de ANT. Foi observada elevada diversidade genética nas popuplações de S. 
canopus (COI: π = 0,18 e h = 0,99; ANT: π = 0,13 e h = 0,95). Os métodos de Inferência Bayesiana 
e Máxima Verossimilhança recuperam as mesmas topologias, tanto para a análise de locus simples 
(COI) quanta para a análise multilocus (COI + ANT) e indicaram a existência de clados bem 
suportados. Foram utilizadas as metodologias de locus simples ABGD, bPTP e GMYC para 
delimitar possíveis espécies. As três metodologias indicaram a existência de 12 espécies para os 
dados de S. canopus. O método BSD foi utilizado para investigar as espécies a partir dos dados 
concatenados e suportou sete das 12 espécies anteriormente obtidas. Os dados indicaram que as 
regiões do Panamá, Japão e costa leste dos Estados Unidos estão isoladas das demais. Em contra 
partida, existe significativa conectividade entre as populações de Angola, Singapura, Bahia, Ceará, 
Espírito Santo, Rio de Janeiro, São Paulo, Penha e Governador Celso Ramos. Propomos que S. 
canopus passe a ser tratada como “complexo Styela canopus”. A existência de elevado número de 
espécies crípticas reforça a necessidade da taxonomia, tanto para a compreensão dos fenômenos 
evolutivos, quanto para a conservação da biodiversidade. 
 




 Embora o termo espécie tenha sido utilizado pela primeira vez por Aristóteles é, a partir de 
Linneu, no clássico Systema Naturae, que espécie atinge o estatus de categoria taxonômica e passa 
a ser amplamente utilizado por biólogos em todo o mundo (MATEUS, 1989). Ainda que seja 
reconhecida como uma unidade taxonômica e que a maioria dos biólogos concorde que a espécie 
seja uma unidade natural (SITES & MARSHALL, 2004), ou seja, um fenômeno concreto da 
natureza e o principal conceito em biologia evolutiva (SIMPSON, 1951; MAYR, 1996), não há 
consenso do que exatamente seja uma espécie. A espécie pode ser entendida de diferentes formas, a 
depender do foco da análise. A discussão acerca do tema parece estar longe do fim, tendo o número 
de conceitos crescido a, pelo menos, vinte e quatro (HEY, 2001). O conceito mais amplamente 
aceito é o Conceito Biológico de Espécie, cujos princípios genéticos e evolutivos foram formulados 
pela primeira vez por Dobzhansky em 1937 (BORKIN et al., 2004), para o qual espécies são grupos 
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intercruzantes de populações naturais que estão isoladas reprodutivamente umas das outras 
(MAYR, 1996). Complementarmente, as espécies podem ser consideradas como o produto da 
segregação da variabilidade genética total da natureza em “pacotes” separados por barreiras 
reprodutivas que previnem a formação de combinações não harmoniosas de genes incompatíveis, 
ou seja, cada espécie é um pool gênico harmonioso (MAYR, 1996). Dessa forma, espécies seriam 
entidades evolutivas reais que poderiam ser estudadas com abordagens genéticas modernas 
(DOBZHANSKY, 1951). Durante séculos, a descrição das espécies tem sido realizada de acordo 
com a morfologia dos animais. Todavia, apenas a morfologia pode não ser capaz de discriminar a 
fronteira entre duas espécies (CHOI, 2016) e pode conduzir a classificações ambíguas devido à 
elevada variabilidade fenotípica ou à existência de espécies crípticas (MAYDEM, 1997; AGAPOW 
et al.,  2004). 
 Nesse contexto, a expansão das técnicas moleculares, em especial o sequenciamento de 
DNA, tem contribuído para a delimitação de espécies e para a identificação de espécies crípticas 
(GOLDSTEIN & DESALLE, 2010; JÖRGER & SCHRÖDL, 2013). Espécies crípticas são duas ou 
mais espécies distintas classificadas equivocadamente como uma só (BICKFORD et al., 2006). Não 
diferem morfologicamente entre si, ou diferem apenas ligeiramente e são, portanto, classificadas 
como uma só de acordo com a sistemática clássica, mesmo sendo geneticamente diferentes umas 
das outras em função do isolamento reprodutivo (MAYR, 1996). Portanto, para o reconhecimento 
de espécies crípticas é necessário acessar a diversidade genética distribuída dentro das espécies 
(BEHEREGARAY & CACCONE, 2007). Assim sendo, o uso de ferramentas moleculares para 
entender a biodiversidade do planeta tem levado a um número crescente de estudos que relatam a 
existência de espécies crípticas (BEHEREGARAY & CACCONE, 2007; PFENNINGER & 
SCHWENK, 2007). Elas têm sido encontradas desde os pólos até o equador e em todos os 
principais grupos taxonômicos terrestres e aquáticos (PFENNINGER & SCHWENK, 2007). A 
descoberta de espécies crípticas representa a oportunidade para a pesquisa de novos caracteres sob 
os quais a seleção natural atua, bem como para o estudo de caracteres não morfológicos que podem 
ser usados na diferenciação das espécies. Proporciona também o cenário para a investigação de 
novos mecanismos de especiação e para o planejamento da conservação da biodiversidade a partir 
de novos índices de diversidade taxonômica, tanto regional quanto global (BICKFORD et al., 
2006).  
 Entre as Ascídias (Chordata, Ascidiacea) são vários os exemplos nos quais o uso de 
marcadores moleculares resultou na identificação de espécies crípticas. Pyura stolonifera (Heller, 
1878) foi reconhecida como um complexo de espécies que pôde ser separada, morfológica e 
geneticamente, em quatro espécies distintas (RIUS & TESKE, 2011, 2013). Entretanto, nem sempre 
os estudos genéticos são corroborados pela morfologia. Em Diplosoma listerianum (Milne-
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Edwards, 1841), para a qual divergências genéticas superiores a 17% (fragmento de COI) dividiram 
a espécie em quatro linhagens evolutivamente distintas, não foram observadas diferenças 
morfológicas detectáveis (PÉREZ-PORTELA et al., 2013). Da mesma forma, duas diferentes 
linhagens genéticas foram reconhecidas em Clavelina lepadiformis (Müller, 1776), isoladas em 
função de fatores ambientais (TARJUELO et al.,  2001). Reiterados estudos moleculares têm 
confirmado que a ascídia colonial Botryllus schlosseri (Pallas, 1766) também representa um 
complexo de espécies (LÓPEZ-LEGENTIL et al., 2006; BOCK et al., 2012; GRIGGIO et al.,  
2014; NYDAM et al., 2017). O uso de cinco marcadores nucleares revelou a existência de dois 
clados diferentes em Ciona intestinalis (Linnaeus, 1767) (NYDAM & HARRISON, 2010a), 
posteriormente confirmados por pequenas diferenças morfológicas em ovos, larvas e adultos 
(PENNATI et al., 2015; BRUNETTI et al., 2015). 
 A ascídia solitária Styela canopus é encontrada em águas subtropicais ao redor do mundo, 
especialmente em regiões portuárias e antropizadas (KOTT, 1985; LAMBERT, 2002). Devido a sua 
ampla distribuição geográfica e notável variação morfológica externa, questiona-se a validade do 
táxon como uma espécie única. Por esse motivo, o estudo foi desenhado para recuperar as relações 
filogenéticas de populações de S. canopus e testar a hipótese de que essa ascídia solitária representa 
um complexo de espécies crípticas. 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
Amostragem 
 Tendo em vista o panorama global de distribuição de Styela canopus, o delineamento 
amostral buscou incluir o maior número possível de populações/áreas geográficas. Foram obtidas 
amostras de 16 populações de S. canopus sendo três do Atlântico Norte, uma do Caribe, oito do 
Atlântico Tropical, uma do Pacífico Centro-Leste, duas do Pacífico Oeste-Norte e uma do 
Mediterrâneo. As coletas realizadas no Brasil foram feitas de acordo com as autorizações SISBIO 
no 10011-1 e SISBIO no 55157-1.  
 Às sequências obtidas a partir das amostras coletadas foram acrescidas outras sequências 
obtidas no GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), provenientes de outras três populações, a 
saber: EUA, Maryland, Chesapeak Bay (KU905887); Índia, Thoothukundi, Golfo de Mannar 
(KX138501, KX138500, KX138498.1 e KT693195) e Espanha, Catalunha (KF309590). No total, 
19 populações foram analisadas (Tab. 1).  
 Em campo, os espécimes foram removidos manualmente do substrato, anestesiados com a 
adição de mentol à água do mar e, após completo relaxamento, fixados em etanol 96%. Em 
laboratório, os espécimes foram seccionados longitudinalmente para a remoção de cerca de 20 mg 
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de tecido (gônadas e/ou parede do corpo), sendo o material restante estocado em etanol 96% a -20 
oC (HILLIS et al., 1996) e depositado na Coleção de Ascídias do Laboratório de Invertebrados 
Marinhos - Universidade Federal do Paraná. 
 
Tabela 1. Populações amostradas de Styela canopus. 
Oceano/Mar ID País Localidade Latitude Longitude Ano N 
Atlântico Norte 
MA  Massachusetts 41º31’36”N 70º39’47”O 2014 5 
MR  Maryland 37º31’17”N 76º6’18”O 2014 1* 
GE  Geórgia 31º24’0”N 80º56’0”O 2014 12 
 FL  Flórida 27º43’36”N 82º40’55”O 2017 8 
Caribe PA  Bocas Del Toro 9º20’26”N 82º14’26”O 2014 30 
Atlântico Sul e 
Tropical 
CE  Ceará 3º42’36”S 38º28’24”O 2015 29 
BA  Bahia 12º58’21”S 38º30’49”O 2014 36 
ES  Espírito Santo 20º19’7”S 40º17’56”O 2016 28 
RJ  Rio de Janeiro 22º56’49”S  43º9’50”O 2017 30 
SP  São Paulo 23º46’52”S 45º23’49”O 2017 30 
PE  Penha 26
o47’16”S 48o36’24”O 2014 36 
GR  Gov. Celso Ramos 27º18’53”S  48º33’33”O 2016 30 
AN  Luanda 8º37’58 S 13º13’32”L 2013 36 
Pacífico 
Centro-Leste 
GA  Galápagos 0º27’0”S 90º16’0”O 2016 30 
Pacífico  
Oeste-Norte 
JP  Ilha de Sugashima 34º32’0”N   136º59’0”L 2015 31 
SI  Singapura 1º17’14”N 103º8’47”L 2015 30 
Índico IN  Thoothukundi 8º47’24”N 78º9’42”L 2014 4* 
Mediterrâneo ES  Catalunha 40º59’27”N 0º55’25”L 2013 1* IR  Haifa 32º49’12”N 35º0’16”L 2015 18 
* sequências obtidas no GenBank do NCBI. 
  
Marcadores Moleculares 
 Dois loci gênicos foram selecionados para uma abordagem mitonuclear. O gene 
mitocondrial de escolha foi o da subunidade I da Citocromo Oxidase (COI, Cox I), enquanto o gene 
nuclear foi o do transportador de nucleotídeos adenina (ANT) (Tab. 2).  
 
Tabela 2. Oligonucelotídeos iniciadores (primers) usados para amplificar fragmentos 
específicos de DNA em espécimes de Styela canopus. 
Locus Primer Sequência (5’-3’) pb Referência 
COI 
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 
710 Folmer et al.,  1994 
HC02198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 
ANT ANTf_Splic TTGGCAGCTGATATTGGAAAAGG 300 Pineda et al.,  2011 
ANTr_Splic CCAGACTGCATCATCATKCG 
 
 As qualidades do mtDNA em estudos filogeográficos foram amplamente discutidas por 
Avise et al. (1987). Destacam-se o fato do mtDNA evoluir rapidamente em animais, resultando em 
alta variação da sequência de nucleotídeos, e de ser herdado uniparentalmente, permitindo que os 
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haplótipos sejam usados para estimar as histórias matrilineares de indivíduos e populações (AVISE, 
2009). Além do mais, o mtDNA, em especial a COI, tem sido há tempos utilizado com sucesso em 
estudos filogenéticos (TURON & LÓPEZ-LEGENTIL, 2004; PÉREZ-PORTELA et al., 2009), 
filogeográficos com identificação de espécies crípticas (TARJUELO et al., 2001, 2004; RIUS & 
TESKE, 2013; GRIGGIO et al., 2014; NYDAM et al., 2017) e filogeográficos com enfoque em 
bioinvasão (TURON et al., 2003; RIUS et al., 2008; SHENKAR et al., 2017) de ascídias. 
 O transportador de nucleotídeo adenina, também conhecido como trocador ATP/ADP, é um 
componente da membrana mitocondrial interna responsável pela troca do ATP da matriz 
mitocondrial com o ADP do lado extramitocondrial (SHERTZER & RACKER, 1976) sendo 
codificado pelo genoma nuclear (POWELL et al., 1989; MIYA et al., 1994). O número de cópias 
do gene ANT presentes no nDNA tende a ser baixo (JARMAN et al., 2002), característica que o 
torna um marcador molecular confiável, uma vez que genes parálogos (ou seja, relacionados por 
duplicação), a priori, devem ser evitados em análises filogenéticas (HELLMUTH et al., 2015). No 
genoma da ascídia Halocynthia roretzi (Drasch, 1884) são encontradas uma, no máximo duas 
cópias do gene ANT (MIYA et al., 1994). Apresenta também as vantagens de não precisar ser 
clonado antes do sequenciamento e de ter provado ser útil para identificar a diversidade de espécies 
e padrões filogeográficos de invertebrados marinhos (TESKE et al., 2014), incluindo ascídias 
(PINEDA et al., 2011; RIUS & TESKE 2013; SHEETS et al., 2016). 
 
Extração de DNA, PCR e Sequenciamento 
 O DNA genômico das amostras foi extraído de acordo com o método utilizado no 
PureLink® Genomic DNA Kit (Invitrogen). Concentrações e índices de pureza do DNA foram 
determinados através de espectrofotometria (NanoDrop 2000 - Thermo Scientific®). 
 As reações de PCR consistiram de 10-50 ng de DNA extraído, 2,5 μl de tampão 10X, 3 mM 
de MgCl2, 0,4 mM de dNTP (Biotools BeM Labs), 10 mol de cada primer, 1 U de Taq Platinum 
DNA polimerase (Invitrogen) e 1 μl de BSA (albumina bovina) em 25 μl de volume de reação. A 
adição do BSA minimiza a ação de agentes inibidores da PCR (BOEGER et al., 2007). As reações 
foram realizadas em termociclador (Eppendorf) de acordo com os seguintes parâmetros: 
 a) COI - 95o C por 5 minutos, 35 ciclos de: 94o C por 40 segundos, 43o C por 30 segundos, 
72o C por 45 segundos, seguidos por uma extensão final de 3 minutos a 72o C;  
 b) ANT - 94o C por 2 minutos, 35 ciclos de: 94o C por 1 minuto, 58o C por 30 segundos, 72o 
C por 30 segundos, seguidos por uma extensão final de 6 minutos a 72o C.  
 Os produtos de PCR foram purificados através dos métodos PEG 8000 (polietilenoglicol) ou 
ExoSap (enzimático). O sequenciamento de DNA foi realizado pelo método Sanger em 
sequenciador ABI 3500xL (Life Technologies). Foram sequenciadas ambas as cadeias do DNA 
19 
 
(leve e pesada). As sequências foram checadas visualmente e corrigidas, quando necessário, através 
de criteriosa análise dos cromatogramas com o auxílio do editor de sequências BioEdit 7.2.6 
(HALL, 1999). As sequências obtidas nesse estudo foram depositadas no BOLD Systems 
(RATNASINGHAM & HEBERT, 2007) sob os números de acesso: COI, SCAN001-17 a 
SCAN262-17; ANT, SCANT001-18 a SCANT067-18. 
 
Análise das Sequências 
 O alinhamento das sequências foi realizado com Mafft v.7 (KATOH, 2002; KATOH & 
STANDLEY, 2013) através da plataforma online (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) (KATOH 
et al., 2017). Esse método tem sido considerado de maior acurácia quando comparado aos demais 
métodos de alinhamento de múltiplas sequências (NUIN et al., 2006, GOLUBCHIK et al., 2007).  
 A saturação por substituição para cada posição do códon foi testada em ambos os genes 
através do método baseado em entropia (XIA et al., 2003), executado no programa DAMBE (XIA, 
2009; XIA, 2013), em especial para COI onde a 3ª posição do códon evolui extremamente rápido 
em mtDNA de vertebrados (XIA et al., 1996). Para verificar a presença de códons de parada, as 
sequências de COI foram traduzidas em sequências de aminoácidos através do programa DNASP v. 
5.1 (LIBRADO & ROZAS, 2009), usando o código genético para mtDNA de ascídias 
(YOKOBORI et al., 1993; KONDOW et al., 1999).  
 A inferência de fase e a reconstrução dos haplótipos do gene ANT foi realizada aplicando o 
método bayesiano do PHASE v. 2.1 (STEPHENS et al., 2001; STEPHENS & DONNELLY, 2003), 
executado no programa DNASP 5.1 (LIBRADO & ROZAS, 2009), pois esse método apresenta 
baixíssima taxa de falso-positivos (GARRICK et al., 2010). O programa RDP v. 4.95 Beta 
(MARTIN & RYBICKI, 2000; MARTIN et al., 2015) foi utilizado para detectar possíveis 
recombinações entre as sequências de ANT.  
 O teste estatístico Tajima D (TAJIMA, 1989) foi aplicado aos dados totais de cada locus 
para testar a existência de pressão seletiva agindo sobre as substituições (KORNELIUSSEN et al., 




 Os modelos evolutivos de substituição nucleotídica para cada locus foram estimados através 
do JModelTest v.2.1.6 (DARRIBA et al., 2012), aplicando AIC como critério de seleção (AKAIKE, 
1974). Para a reconstrução das relações filogenéticas entre os haplótipos, foram utilizadas 
Inferência Bayesiana (IB) e Máxima Verossimilhança (MV) para cada conjunto de dados, 
mitocondrial e mitonuclear. As filogenias obtidas segundo Máxima Verossimilhança foram 
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inferidas com RAxML HPC2 on XSEDE v. 8.2.10 (STAMATAKIS, 2014), usando GTRGAMMA 
como modelo evolutivo e 1000 replicações de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985). As análises de 
modelo evolutivo e Máxima Verossimilhança foram executadas no portal CIPRES Science 
Gateway (https://www.phylo.org/) (MILLER et al., 2010). Foi utilizado o programa MrBayes 3.2.6 
(RONQUIST et al., 2012) para inferir a filogenia segundo Inferência Bayesiana, através de 3 x 105 
gerações (desvio padrão < 0,05) para COI e 5 x 105 gerações (desvio padrão < 0,05) para a matriz 
concatenada (COI + ANT).  
 Para a reconstrução das filogenias foram adicionados os haplótipos de duas espécies 
congêneres, Styela plicata (Lesueur, 1823) e Styela clava Herdman, 1881, disponíveis no GenBank 
(Supl. 3). Tal procedimento teve como objetivo verificar as relações evolutivas dos haplótipos de S. 
canopus com as espécies congêneres diante de um cenário de especiação incipiente. Três espécies 
de Styelidae foram utilizadas como grupo externo: Microcosmus squamiger Michaelsen, 1927 e 
Botryllus schlosseri para a abordagem mitocondrial e Botrylloides nigrum Herdman, 1886 para a 
abordagem mitonuclear. As sequências utilizadas como grupo externo foram obtidas através do 
consenso de maioria para os seguintes taxa: M. squamiger (n = 283), B. schlosseri (n = 512) e B. 
nigrum (n = 13) (Supl. 2). Os ramos foram interpretados como ‘confiáveis’ quando os valores de 
bootstrap foram iguais ou acima de 70% (LEMEY et al., 2009) e de probabilidade posterior iguais 
ou acima de 0,95 (HUELSENBECK & RANNALA, 2004). 
 Adicionalmente, as relações entre os haplótipos de COI foram investigadas através da 
parcimônia estatística descrita por Templeton et al. (1992) que permite estimar uma árvore não 
enraizada, fornecendo uma relação plausível entre os haplótipos. A análise estatística divide os 
dados em redes independentes de haplótipos conectadas por mudanças não homoplásticas com 95% 
de probabilidade (TEMPLETON et al., 1992). A rede de haplótipos é um método interessante para 
investigar as relações entre os haplótipos, pois não requer um número razoavelmente grande de 
caracteres variáveis para reconstruir com confiabilidade essas relações (CLEMENT et al., 2000). 
Essa rede foi obtida segundo o método TCS, executado através do programa POPART 4.8.4 
(CLEMENT et al., 2002). 
  
Delimitação das Espécies 
 A delimitação de espécies, ou seja, a identificação de diversidade biológica ao nível 
específico deve ser realizada a partir de métodos diferentes para verificar se os grupos delimitados 
são consistentemente recuperados sob diferentes parâmetros de análise (CARSTENS et al., 2013). 
Por esse motivo foram utilizadas três diferentes abordagens de locus simples (COI) e uma de 
multilocus (COI + ANT) para investigar as possíveis espécies crípticas em S. canopus. 
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a) ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery). Essa abordagem agrupa as possíveis espécies 
de acordo com o barcode gap, que representa a lacuna observada na distribuição das 
distâncias genéticas intra e interespecíficas (PUILLANDRE et al., 2012). O método usa uma 
série de divergências intraespecíficas para inferir, a partir dos dados, um limite de confiança 
unilateral. O método então detecta o primeiro barcode gap significativo além desse limite e o 
utiliza para particionar os dados. A inferência do limite e da detecção de intervalo é aplicada 
recursivamente aos grupos obtidos anteriormente para obter partições mais finas até que não 
haja mais particionamento. As sequências de COI alinhadas foram carregadas na plataforma 
ABGD (http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/abgdweb.html/), sendo a análise rodada 
utilizando a distância simples e os demais parâmetros default. 
b) bPTP (Poisson Tree Processes). Essa abordagem modela a taxa de especiação diretamente do 
número de substituições, a partir do pressuposto de que o número de substituições entre 
espécies é significativamente maior do que o número de substituições dentro das espécies 
(ZHANG et al., 2013). A árvore obtida a partir da análise de Máxima Verossimilhança da 
COI foi utilizada como entrada no servidor bPTP (http://species.h-its.org/), utilizando as 
configurações default. 
c) GMYC (Generalized Mixed Yule Coalescent). Esse procedimento utiliza a máxima 
verossimilhança para delimitar espécies com base em árvores ultramétricas. O método estima 
o ponto de transição em uma árvore, antes do qual todos os nós refletem eventos de 
diversificação de espécies e após o qual todos os nós representam um processo coalescente 
populacional (PONS et al., 2006). Dez mil árvores ultramétricas do gene mitocondrial foram 
recuperadas por Inferência Bayesiana. A análise foi procedida com auxílio do programa 
BEAST v. 2.4.7 (BOUCKAERT et al., 2014), através de 10 x 107 gerações, assumindo a 
existência de um relógio molecular e uma taxa mutacional de μ = 0,02/M.a./locus (BROWN 
et al., 1979). Foi utilizado o mesmo modelo de substituição nucleotídica utilizado nas análises 
filogenéticas. A árvore consenso resultante foi submetida à análise GMYC através da 
plataforma online (http://species.h-its.org/gmyc/), sob o modelo de limite único. Esse modelo 
apresenta melhores resultados do que o modelo de vários limiares (FUJISAWA & 
BARRACLOUGH, 2013).  
 Clados formados por duas ou menos sequências não foram considerados na determinação do 
consenso a partir da comparação dos resultados obtidos por ABGD, bPTP e GMYC.  
d) BSD (Bayesian Species Delimitation). Esse método calcula a probabilidade posterior de 
espécies potenciais após definir as possíveis espécies em uma dada filogenia (RANNALA & 
YANG, 2003; YANG & RANNALA, 2010). As sequências de COI e ANT foram 
previamente concatenadas com o auxílio do programa Mesquite v. 3.31 (MADDISON & 
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MADDISON, 2017). A análise foi realizada utilizando o programa BPP (YANG, 2015) para 
inferir o theta ancestral (tamanho da população ancestral), os tempos de divergência, as 
delimitações de espécies e a árvore das espécies. Foi utilizado o algoritmo 0 (zero) de 
delimitação de espécies. Esse método acomoda a filogenia das espécies, bem como a 
classificação incompleta da linhagem em função do polimorfismo ancestral. A modelagem 
utilizou um G (2, 1000), com média 2/2000 = 0,001. A análise foi executada duas, com 
diferentes números aleatórios de árvores iniciais, para confirmar a consistência entre corridas 
(RANNALA & YANG, 2013). 
 
Genética de Populações   
 As sequências de COI e ANT foram utilizadas para calcular as diversidades haplotípica e 
nucleotídica intrapopulacionais, através do programa DNASP 5.1 (LIBRADO & ROZAS, 2009). 
Para inferir o fluxo gênico, as sequências de COI foram utilizadas para estimar os valores pareados 
de Fst com o auxílio do programa ARLEQUIN v. 3.5.2 (EXCOFFIER et al., 2005) usando o 
método de distância de Tamura-Nei (TAMURA & NEI, 1993). 
 Para testar a hipótese de distribuição não aleatória dos haplótipos entre as diferentes 
localidades geográficas foi executado o teste exato para diferenciação de populações (RAYMOND 
& ROUSSET, 1995). A correlação entre distâncias geográficas e distâncias genéticas foi 
investigada com o auxílio da ferramenta disponível na plataforma BOLD Systems 
(RATNASINGHAM & HEBERT, 2007) e, assim, testar o isolamento pela distância entre as 
populações (ROUSSET, 1997). A ferramenta utiliza dois métodos para investigar a correlação entre 
distâncias: a comparação entre a Minimum Spanning Tree dos locais de coleta e a divergência 
máxima intraespecífica (BLAGOEV et al., 2016) e o Teste de Mantel (MANTEL, 1967), que 
compara a matriz de distância geográfica (em quilômetros) e a matriz de divergência genética. A 
ferramente foi executada usando o método de distância pareada e Muscle (EDGAR, 2004) como 
opção de alinhamento.  
 Por fim, as sequências de COI foram submetidas a análise de caráter diagnóstico, executada 
na plataforma BOLD Systems (RATNASINGHAM & HEBERT, 2007). Esse procedimento fornece 
uma forma de examinar o polimorfismo de nucleotídeos ou aminoácidos entre conjuntos de 
sequências agrupadas por rótulos taxonômicos ou geográficos. A ferramenta identifica as bases de 
consenso de cada grupo, compara-as com as demais sequências em outros grupos e caracteriza 
como cada base de consenso é única. Dessa forma, categoriza as bases de consenso pelo seu 








 Foram obtidas 268 sequências de COI, que resultaram em 141 haplótipos, considerando 
haplótipo um conjunto de sequências que compartilham a mesma composição de nucleotídeos 
(TEMPLENTON, 2001). O comprimento final, após alinhamento e cortes das extremidades, foi de 
516 pares de bases livres de gaps. Duzentos e sessenta e cinco sítios polimórficos (51,3%) foram 
verificados. A presença de pseudogenes foi afastada pela ausência de códons de parada nas 
sequências analisadas (BENSASSON et al., 2001).   
 Foram obtidas 67 sequências de ANT, resultantes em 44 haplótipos. O comprimento final, 
após alinhamento e cortes das extremidades, foi de 220 pares de bases livres de gaps, dos quais 87 
foram polimórficos (39,5%). Nenhuma recombinação foi detectada para as sequências de ANT. É 
sabido que o fragmento de ANT usado pode conter introns em algumas espécies de metazoários. 
Todavia, todas as sequências de ANT obtidas puderam ser traduzidas em sequências de 
aminoácidos indicando, assim, a ausência de regiões intrônicas (JARMAN et al., 2002). 
 Não foi verificada evidência de saturação para ambos os genes, uma vez que o Iss (índice de 
saturação por substituição) foi significativamente menor do que o Iss.c (índice crítico de saturação 
por substituição) tanto para as posições 1 e 2 quanto para a 3ª posição do códon (Tab. 3). Os valores 
do teste Tajima D foram positivos e não significativos, tanto para COI (Tajima D = 0,87270, p > 
0,10) quanto para ANT (Tajima D = 0,52754, p > 0,10), indicando que ambos os loci são 
seletivamente neutros. Por esse motivo, o polimorfismo verificado seria mais bem explicado em 
função da deriva genética aleatória (KIMURA, 1981). Dado o número de sítios polimórficos, 
verificamos que o locus COI é mais informativo que o locus ANT. 
 
Tabela 3. Resultados dos testes de saturação por substituição. 
 COI ANT 
Pos. Top. Simétrica Top. Assimétrica Top. Simétrica Top. Assimétrica 
Códon Iss Iss.c p Iss Iss.c p Iss Iss.c p Iss Iss.c p 
1 e 2 0,090 0,784 0,000 0,087 0,756 0,000 0,044 0,782 0,000 0,045 0,792 0,000 
3 0,625 0,778 0,000 0,591 0,777 0,000 0,440 0,845 0,000 0,425 0,926 0,000 
 
Filogenia e Delimitação de Espécies 
 O modelo GTR+ +I foi o modelo de substituição nucleotídica indicado para ambos os loci e 
utilizado na recuperação das filogenias. Usando ambos os procedimentos, Inferência Bayesiana e 
Máxima Verossimilhança, quase todos os haplótipos de COI foram reunidos em 12 grupos com três 





Figura 1. Resultados agrupados dos métodos de delimitação de espécies para locus simples. 
Filogenia inferida por análise de Inferência Bayesiana das sequências de COI. Caixas pretas na 
coluna de consenso representam grupos não considerados. Números em nós correspondem aos 
valores de probabilidade posterior (> 0,9) e de bootstrap (> 70%), respectivamente. 
 
O Grupo 1 foi totalmente suportado (IB = 1; MV = 100). Os haplótipos reunidos nesse clado 
são todos procedentes apenas do Estado do Rio de Janeiro. As análises filogenéticas indicaram que 
o Grupo 1 seria grupo irmão de Styela plicata, contudo, sem nenhum suporte para o ramo. A 
monofilia do Grupo 2 foi recuperada por ambas as análises (IB = 1; MV = 95). Os haplótipos 
reunidos no Grupo 2 são todos procedentes do Japão. A relação de proximidade do Grupo 2 com 
Styela clava foi razoavelmente suportada (IB = 1; MV = 85), indicando serem esses clados irmãos.  
25 
 
O Grupo 3, formado pelos haplótipos oriundos dos Estados de Massachusetts, Maryland, 
Geórgia e Flórida (costa leste dos Estados Unidos), foi totalmente suportado (IB = 1; MV = 100) 
sendo relacionado como grupo irmão do Grupo 4. O Grupo 4, também totalmente suportado (IB = 
1; MV = 100), é formado por haplótipos exclusivos do Panamá. No entanto, a relação evolutiva 
entre G3 e G4 permanece incerta diante da ausência de suporte. 
A monofilia do Grupo 5, formado por haplótipos amostrados em Israel, foi fortemente 
suportada (IB = 1; MV = 99). Da mesma forma, o Grupo 6 (IB = 1; MV = 97) e o Grupo 7 (IB = 1; 
MV = 92) foram bem suportados por ambas as análises. O Grupo 6 é formado por haplótipos 
procedentes dos Estados do Espírito Santo, São Paulo e Santa Catarina (Governador Celso Ramos e 
Penha), bem como de Singapura. O Grupo 7 é constituído por haplótipos amostrados nos Estados 
do Ceará, Espírito Santo, São Paulo e Santa Catarina. As análises de Inferência Bayesiana e 
Máxima Verossimilhança indicaram que G6 e G7 seriam clados irmãos (IB = 1; MV = 89).  
 Os Grupos 8, 9 e 10 foram totalmente suportados por ambas as análises (IB = 1; MV = 100). 
O Grupo 8 é formado por haplótipos dos Estados de São Paulo e Santa Catarina e também por 
haplótipos provenientes de Angola (costa oeste da África). O haplótipos registrados na Índia e na 
Espanha formaram, juntamente com haplótipos oriundos de Angola, o Grupo 9. Por sua vez, o 
Grupo 10 é o clado formado por haplótipos provenientes do maior número de regiões amostradas, 
sendo procedentes dos Estados do Ceará, Bahia, Espírito Santo e Rio de Janeiro, além de Angola, 
Galápagos, Singapura e Israel.  
Por fim, temos o Grupo 11, formado por haplótipos apenas do Estado da Bahia (IB = 1; MV 
= 99) e o Grupo 12, formado por haplótipos do Estado da Bahia, de Angola e Israel, suportado tanto 
pela Inferência Bayesiana (IB = 1) quanto pela Máxima Verossimilhança (MV = 85). A relação de 
irmandade entre G11 e G12 foi bem suportada em ambas as análises (IB = 1; MV = 99). 
Todos os grupamentos descritos foram identificados como espécies em potencial pelos três 
métodos de delimitação empregados. Pelo método de gap barcoding (ABGD) foram obtidos 22 
grupos para valores de P (Prior Maximal Distances) compreendidos entre 0,0010 e 0,0046, 
enquanto que para P  0,0077 foram obtidos 18 grupos. Embora não haja consenso em como 
interpretar resultados discordantes na análise ABGD (KEKKONEN & HEBERT, 2014), foi 
considerado mais confiável o resultado com 18 grupos e P = 0,0359, uma vez que os valores iniciais 
e recursivos de P foram estáveis a partir desse ponto (RAZKIN et al., 2017). Foram verificadas 19 
potenciais espécies pelo método bPTP. O valor de máxima verossimilhança obtida pela análise 
GMYC (1841,22) foi significativamente maior do que no modelo nulo (1764,38) (razão de 
verossimilhança = 153,67, LR teste = 0,0) e resultou em 19 possíveis espécies. A diferença 
verificada no número de espécies indicadas pelos métodos de delimitação ocorreu em função da 
divisão de S. plicata que não é objeto de estudo no presente trabalho. 
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A existência de espécies crípticas também foi indicada pela abordagem mitonuclear. A 
análise filogenética dos dados concatenados recuperou oito clados (G1 a G8), bem suportados pela 
Inferência Bayesiana e pela Máxima Verossimilhança, desconsiderando aqueles formados por uma 
ou duas sequências (Fig. 2). 
 
 
Figura 2. Resultados de delimitação de espécies para multilocus pelo método BSD. Filogenia 
inferida por análise de Inferência Bayesiana da matriz concatenada de COI e ANT. Caixas pretas 
representam grupos não considerados. Números em nós correspondem aos valores de probabilidade 
posterior (> 0,9) e de bootstrap (> 70%), respectivamente. 
  
O Grupo 1, formado por haplótipos do Estado do Rio de Janeiro, foi totalmente suportado 
por ambos os métodos (IB = 1; MV = 100). A monofilia do Grupo 2 foi bem suportada (IB = 0,97; 
MV = 96) e agrupou haplótipos amostrados no Estado da Bahia, em Angola e em Israel. Haplótipos 
oriundos dos Estados do Ceará, Espírito Santo e Rio de Janeiro, além de Angola, Galápagos e Israel 
formaram o Grupo 3. Esse grupo foi bem suportado por ambas as análises (IB = 1; MV = 95). 
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O Grupo 4, suportado apenas pela de Inferência Bayesiana (IB = 0,96), agrupa haplótipos 
dos Estados do Espírito Santo e Santa Catarina, bem como de Singapura. O clado G6 (IB = 1; MV = 
98) reuniu todos os haplótipos do Japão. Da mesma forma, o Grupo 7 (IB = 1; MV = 96) reuniu 
todos os haplótipos provindos do Panamá. Por fim, o Grupo 8 reuniu os haplótipos dos Estados de 
Massachusetts, Geórgia e Flórida, sendo totalmente suportado por ambas as análises (IB = 1; MV = 
100).  
Os oito grupos recuperados pela análise multilocus foram equivalentes a oito grupos 
recuperados pelas análises de locus simples, G1 G1, G2 G9, G3 G10, G4 G6, G5 G8, G6 G2, 
G7 G4 e G8 G3, respectivamente. A análise BSD indicou a existência de 76 possíveis espécies. 
Todavia, apenas 11 tiveram valores de probabilidade posterior superiores a 0,75. Foram 
consideradas confiáveis aquelas espécies cujos valores de probabilidade posterior estavam acima de 
0,9 (G1,G2,G4-G8, Fig. 2).  
A análise pelo método TCS revelou uma intrincada rede de haplótipos, com 15 grupos 
divergentes (G1-G12; a, b, c) separados por inúmeras substituições nucleotídicas e, na maioria dos 
casos, por haplótipos intermediários (Fig. 3). Os grupos G1 a G12 correspondem exatamente aos 
grupos G1-G12 reconhecidos na filogenia de COI, enquanto os grupos a, b e c correspondem aos 
clados ignorados com duas ou menos sequências (Fig. 1). Assim sendo, de forma semelhante às 
análises anteriores, a rede de haplótipos sustenta a existência de diversas linhagens evolutivas 
independentes em S. canopus, bem como o isolamento do Panamá, Japão e da região norte 
americana compreendida entre Massachusetts e Flórida.  
Além disto, os haplótipos mais frequentes são, geralmente, aqueles que ocorrem em várias 
localidades. Esses haplótipos compartilhados parecem centralizar padrões de constelação dentro dos 
grupos G6, G7, G8, G10 e G12, isto é, seriam os haplótipos mais antigos dos quais outros 
haplótipos derivaram. Algumas localidades têm haplótipos bastante espalhados nos grupos 
(linhagens) e todos são ou compartilhados ou derivados, ou seja, receberam haplótipos de várias 
linhagens distintas e, por isto, apresentam elevada diversidade nucleotídica (e.g. Ceará, Bahia, 






Figura 3. Rede de haplótipos obtida por TCS a partir das 268 sequências de COI. São indicadas 
apenas as substituições que separam os grupos (esferas com números). A frequência de cada 
haplótipo é indicada pelo diâmetro da esfera. Pontos negros representam haplótipos intermediários.  
 
Legenda: G1: Rio de Janeiro; G2: Japão; G3: Massachusetts, Maryland, Geórgia e Flórida; G4: Panamá; G5: Israel; G6: 
Espírito Santo, São Paulo, Penha, Governador Celso Ramos e Singapura; G7: Ceará, Espírito Santo, São Paulo e 
Governador Celso Ramos; G8: São Paulo, Penha, Governador Celso Ramos e Angola; G9: Angola, Índia e Espanha; 
G10: Ceará, Bahia, Espírito Santo, Rio de Janeiro, Angola, Galápagos, Singapura e Israel; G11: Bahia; G12; Bahia, 
Angola e Israel; a: Ceará; b: Singapura; c: Bahia e Israel.  
  
Genética de populações 
 Estimativas da diversidade genética representam um importante recurso para a avaliação da 
biodiversidade animal, sendo as mais utilizadas a diversidade nucleotídica (π) e a diversidade 
haplotípica (h), obtidas a partir de sequências de COI (GOODALL-COPESTAKE et al., 2012). 
Houve grande variação nos valores de π e h intrapopulacionais de S. canopus, tanto para COI 
quanto para ANT (Tab. 4). A variação de h foi maior para o locus ANT (Média = 1,0; DP = 
0,3451) do que para o locus COI (Média = 0,9230; DP = 0,0699). As populações de Angola, 
Singapura, Bahia, Ceará, Epírito Santo, Rio de Janeiro e Governador Celso Ramos apresentaram os 
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maiores valores de π para ambos os loci. São Paulo, Penha e Israel apresentaram valores de π 
maiores para COI do que para ANT, enquanto Panamá, Galápagos e Japão maiores valores de π 
para ANT do que para COI. Massachusetts, Maryland, Geórgia e Flórida apresentaram baixos 
valores de π em ambos os loci.  
 
Tabela 4. Diversidades nucleotídica (π) e haplotípica (h) intrapopulacionais e para os dados totais 
em cada locus. 
População COI ANT π h sq hp π h sq hp 
Massachusetts 0,00517 1,0 3 3 0,00606 1,0 3 3 
Maryland - - 1 1 NA NA NA NA 
Geórgia 0,01034 0,8 6 4 0,00000 0,0 3 1 
Flórida 0,00637 0,964 8 7 0,00000 0,0 2 1 
Panamá 0,01034 0,818 26 10 0,07879 1,0 6 6 
Ceará 0,12873 0,910 13 9 0,09091 0,8 6 4 
Bahia 0,11265 0,958 16 12 0,11439 1,0 4 4 
Espírito Santo 0,07364 0,978 10 9 0,14167 0,833 4 3 
Rio de Janeiro 0,11198 0,842 16 6 0,14591 1,0 5 5 
São Paulo 0,08775 0,817 18 11 0,01818 1,0 4 4 
Penha 0,06983 0,943 25 15 0,01364 1,0 5 5 
Gov. Celso Ramos 0,08673 0,986 21 19 0,13561 0,833 4 3 
Angola 0,16013 0,923 13 9 0,10379 1,0 4 4 
Galápagos 0,00725 0,921 23 13 0,16818 1,0 2 2 
Japão 0,00748 0,923 25 12 0,04237 1,0 8 8 
Singapura 0,13281 0,844 30 9 0,13939 1,0 3 3 
Índia 0,00872 1,0 4 4 NA NA NA NA 
Espanha - - 1 1 NA NA NA NA 
Israel 0,11009 1,0 9 9 0,00457 0,5 4 2 
Dados Totais 0,18076 0,9862 268 141 0,13280 0,9460 67 44 
Legenda: sq: número de sequências obtidas; hp: número de haplótipos encontrados; - não estimável devido a n = 1; 
NA: não amostrado. 
 
O teste de Mantel foi estatisticamente significativo (p = 0,01). Em contra partida, a 
Regressão Linear (declive = 0,00023, Rsq = 0,048) indicou que há pouca ou quase nenhuma relação 
entre as variáveis “distância mínima entre os locais de coleta” e “divergência máxima 
intraespecífica” para os dados de S. canopus. A interpretação do resultado do teste de Mantel deve 
ser cuidadosa, uma vez que há demonstrações empíricas de sua falibilidade (RAUFASTE & 
ROUSSET, 2001) e de sua acurácia (CASTELLANO & BALLETTO, 2002), dependendo do 
conjunto de dados. 
O resultado do teste exato para diferenciação das populações (RAYMOND & ROUSSET, 
1995), baseado na frequência haplotípica entre as diferentes localidades, indicou heterogeneidade 
significativa na distribuição dos haplótipos de COI (p < 0,05), confirmada pela elevada diversidade 
haplotípica verificada nas populações, tanto para os locus COI quanto para o locus ANT. Para o 
locus COI, a maioria dos haplótipos foi exclusiva da população amostrada (91,5%). Apenas 12 
haplótipos foram observados em mais de uma população para este locus, sendo eles: hap 1 (Bahia, 
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Angola e Israel), hap 10 (Ceará e Espírito Santo), hap 16 (Penha, Governador Celso Ramos, São 
Paulo e Singapura), hap 25 (Penha, Governador Celso Ramos e Singapura), hap 55 (Ceará, Bahia, 
Rio de Janeiro, Angola e Galápagos), hap 56 (Ceará, Singapura e Israel), hap 57 (Rio de Janeiro e 
Galápagos), hap 58 (Ceará e Singapura), hap 123 (Penha, Governador Celso Ramos e São Paulo), 
hap 125 (Penha e São Paulo), hap 127 (Penha, São Paulo e Angola) e hap 131 (Penha e São Paulo).  
A relação entre fluxo gênico e diferenciação genética entre populações (WRIGHT, 1931) permite a 
investigação das fronteiras entre espécies usando estatísticas de fluxo gênico nas quais, sob o 
modelo de ilhas, o menor fluxo gênico entre populações sinaliza a diferenciação genética das 
populações (CHOI, 2016). Os valores de Fst entre os grupamentos verificados nas análises 
filogenéticas de COI são apresentados na Tabela 5. Todos os valores foram superiores a 0,93 e 
estatisticamente significantes (p < 0,05). 
 A presença de substituições nucleotídicas diagnósticas pode sustentar a validade de uma 
possível espécie críptica (KEKKONEN & HEBERT, 2014) e já demonstraram ser aplicáveis e bem 
sucedidas na identificação de espécies (KELLY et al., 2007; RACH et al., 2008; WONG et al., 
2009). As populações do Panamá e do Japão apresentaram cada uma, seis substituições 
diagnósticas, e a Flórida uma (Fig. 4).  
 
Tabela 5. Valores estimados de Fst entre os grupamentos formados pelas análises filogenéticas da 
COI. Método de distância: Tamura-Nei. 
 G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11 G12 
G1 -            
G2 0,971 -           
G3 0,952 0,956 -          
G4 0,988 0,977 0,971 -         
G5 0,975 0,973 0,951 0,988 -        
G6 0,975 0,975 0,964 0,980 0,965 -       
G7 0,974 0,974 0,958 0,984 0,968 0,936 -      
G8 0,981 0,979 0,972 0,985 0,980 0,975 0,976 -     
G9 0,965 0,964 0,949 0,978 0,958 0,965 0,956 0,973 -    
G10 0,965 0,965 0,953 0,971 0,958 0,964 0,962 0,970 0,959 -   
G11 0,978 0,967 0,945 0,988 0,978 0,971 0,972 0,982 0,956 0,962 -  
G12 0,984 0,975 0,958 0,988 0,983 0,973 0,977 0,982 0,973 0,965 0,971 - 













A análise de sequências simples de DNA fornece uma abordagem eficiente para o 
reconhecimento de possíveis espécies (KEKKONEN & HEBERT, 2014; CHOI, 2016), 
principalmente quando associada a diferentes procedimentos operacionais que visam delimitar 
espécies a partir da análise de locus simples (PONS et al., 2006; PUILLANDRE et al., 2012; 
ZHANG et al., 2013). Os resultados aqui apresentados demonstram que, para o conjunto de dados 
analisados, o fragmento de COI foi capaz de identificar conspícuas delimitações entre os clados 
formados, sustentadas pela congruência entre os métodos de análise filogenética e os de delimitação 
de espécies. A congruência entre os métodos pode ser vista como evidência da robustez das 
possíveis espécies, principalmente devido às suas diferentes bases teóricas e abordagens analíticas 
(CARSTENS et al., 2013). Embora haja evidência de que os métodos coalescentes de delimitação 
de espécies não sejam capazes de distinguir, estatisticamente, a estrutura genética associada ao 
isolamento populacional dos limites interespecíficos (SUKUMARANA & KNOWLES, 2017), os 
três métodos de delimitação empregados contribuiram de forma relevante para a identificação de 
espécies crípticas em diferentes grupos de organismos marinhos, tais como Mollusca (JÖRGER et 
al., 2012), Annelida (TABOADA et al., 2017) e Echinodermata (LÓPEZ-MÁRQUEZ et al., 2018), 
não havendo razão para duvidar de sua confiabilidade. Além do que, sete das 12 possíveis espécies 
crípticas (58,3%) são simpátricas, tal qual observado em Ciona instestinalis (SATO et al., 2012). O 
fato de essas espécies ocuparem a mesma área geográfica, num mesmo período de tempo e 
virtualmente não apresentarem fluxo gênico (Tab.5), é uma forte evidência a favor da hipótese de 
especiação. Algumas dessas espécies podem ter evoluído através de especiação simpátrica (BUSH, 
1994; VIA, 2001) ou terem especiado alopatricamente (JOHANNESSON, 2001) e foram colocadas 
juntas através de eventos introdutórios e/ou dispersivos naturais.   
Mesmo assim, é preciso considerar que as informações filogenéticas do mtDNA nem sempre 
são capazes de identificar as fronteiras das espécies, principalmente quando essas foram separadas 
recentemente (NEIGEL & AVISE, 1986), o que parece não ser o caso. Se tomarmos como exemplo 
o grupo G2 (Japão) recuperado na análise de locus simples (Fig. 1), o comprimento desse ramo e 
assumindo uma taxa de mutação de μ = 0,02/M.a./locus (BROWN et al., 1979), podemos estimar 
um tempo de divergência para esse clado de cerca de 3 milhões de anos, tempo consideravelmente 
razoável para especiação. É verdade que as taxas de especiação variam ao longo do tempo, entre 
grupos taxonômicos e entre regiões geográficas (BARRACLOUGH & NEE, 2001). Todavia, os 
resultados indicam que os eventos genéticos que levaram à separação e isolamento das linhagens 
em S. canopus não são tão recentes. Além disso, a análise de vários estudos com diferentes grupos 
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de metazoários assegurou a validade da COI na discriminação de espécies estreitamente 
relacionadas em quase todos os filos, exceto Cnidaria (HEBERT et al., 2003).  
Aliás, as populações do Japão e do Panamá apresentam, cada uma, seis caracteres 
diagnósticos no fragmento de COI analisado, e Flórida, apenas um. Caracteres diagnósticos são 
substituições nucleotídicas discretas, dentro de uma sequência de DNA, através das quais espécies 
podem ser identificadas (RACH et al., 2008). A presença desses caracteres corrobora a hipótese de 
especiação, ao menos para as populações do Japão e Panamá. 
Por outro lado, a delimitação de espécies baseada em apenas um locus pode sofrer grandes 
variações. Por tal motivo, estudos filogenéticos mais recentes têm feito uso de abordagens 
multilocus, investigando a congruência entre diferentes loci na esperança de reduzir essa variação 
(CHOI, 2016). O uso de marcadores nucleares associados aos tradicionais mitocondriais tem 
ajudado a esclarecer os padrões ocultos da estrutura genética em populações naturais (PALUMBI & 
BAKER, 1994). A abordagem mitonuclear foi utilizada para investigar a diversidade genética da 
ascídia Botryllus schlosseri e apontou a existência de três espécies crípticas (BOCK et al. 2012). A 
equivalência entre os oito grupos recuperados pela análise da matriz concatenada (COI + ANT) 
com oito grupos recuperados pela análise isolada de COI demonstram a confiabilidade dos 
resultados obtidos com Styela canopus. Apesar disso, o uso da abordagem mitonuclear COI + ANT 
nem sempre é capaz de detectar diversidade críptica quando utilizada para acessar a diversidade 
genética em populações naturais (PINEDA et al., 2011; SHEETS et al., 2016). Mesmo assim, em 
alguns casos os estudos foram bem sucedidos. Pyura stolonifera havia apresentado elevada 
diversidade genética, revelando a existência de, pelo menos, cinco espécies distintas (TESKE et al., 
2011; RIUS & TESKE, 2011). Rius & Teske (2013) conseguiram, a partir do uso de COI + ANT e 
de análises morfológicas, desvendar parte do complexo específico Pyura stolonifera descrevendo, 
inclusive, uma nova espécie. Por outro lado, o grupo G3 da abordagem mitonuclear (Fig. 2) não foi 
suportado pela análise BSD. A utilização de uma árvore guia incorreta pode ter um grande impacto 
sobre os resultados da BSD, levando o algoritmo a interpretar todos os clados como espécies 
diferentes (LEACHÉ & FUJITA, 2010). No entanto, a BSD não identificou o Grupo 3 como uma 
espécie distinta, indicando que a árvore gerada pelo BEAST possivelmente não tenha sido fonte de 
imprecisão analítica. 
Interessante observar que os haplótipos que compõem o grupo G3 (Fig. 1; G8 na Fig. 2) 
foram amostrados na área geográfica original de descrição de Styela partita (Stimpson, 1852), cujo 
espécime-tipo foi coletado na região portuária de Boston (VAN NAME, 1902). Atualmente, S. 
partita faz parte da sinonímia de S. canopus. No entanto, os resultados apresentados sugerem que S. 
partita possa ser uma espécie diferente de S. canopus e, com o suporte de novas evidências, talvez 
seja necessário recuperar a espécie retirando-a da sinonímia. 
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Estudos genético-populacionais de ascídias demonstram que os índices de variabilidade 
nucleotídica (π) e de variabilidade haplotípica (h) contribuem para com os estudos filogenéticos, na 
medida em que revelam a heterogeneidade na estrutura genética, sobre a qual atuarão os fatores 
evolutivos. Os valores de π e h verificados nas populações analisadas, tendo como referência as 
sequências de COI, são mais elevados do que aqueles verificados na maioria dos estudos com outras 
ascídias consideradas complexos de espécies crípticas. Em Diplosoma listerianum foram 
verificados os valores de π = 0,0984 e h = 0,8770 (PÉREZ-PORTELA et al., 2013). Para Clavelina 
lepadiformes (Müller, 1776), Tarjuelo et al. (2001) encontraram valores de π = 0,0032 e h = 0,682 
para as populações de mar aberto e π = 0,0018 e h = 0,513 para as populações localizadas em 
marinas. Por fim, valores de π = 0,0178 e h = 0,527 foram obtidos para as populações de Botryllus 
schlosseri (LÓPEZ-LEGENTIL et al., 2006) e de π = 0,044 e h = 0,912 entre dois morfotipos de 
Didemnum granulatum Tokioka, 1954 (BOUZON et al., 2014). É importante considerar a elevada 
diversidade haplotípica verificada em ambos os loci utilizados. Usando COI, Wong et al. (2011) 
verificaram elevada diversidade haplotípica (entre 0,6 e 0,8) em nove das 11 populações estudadas 
de Mytilopsis sallei (Récluz, 1849) (Mollusca, Bivalvia). Os autores concluíram que esses 
resultados sugeririam a existência de variabilidade genética suficiente para o uso do mtDNA para 
reconstruir a história de invasão de M. sallei. Portanto, a elevada diversidade haplotípica verificada 
nas populações de S. canopus nos permite concluir que há variabilidade genética suficiente nos 
dados obtidos para diferenciar possíveis espécies e para reconstruir parte da história de dispersão.  
Além do mais, os valores de diversidade nucleotídica verificados nos dados totais de COI 
estão acima dos valores esperados para estudos intraespecíficos em Metazoa, onde o máximo 
observado foi um π de 0,01993 (GOODALL-COPESTAKE et al., 2012). Por outro lado, é preciso 
considerar que as diversidades nucleotídicas e haplotípicas podem sofrer a influência da 
contaminação dos dados por pseudogenes, da subamostragem ou da inadvertida inclusão de 
espécies crípticas (GOODALL-COPESTAKE et al., 2012). A presença de pseudogenes pôde, com 
certa segurança, ser afastada pela ausência de códons de parada nas sequências obtidas 
(BENSASSON et al., 2001). Da mesma forma, não se pode creditar os altos valores de π e h 
observados à influência de subamostragem, uma vez que a baixa amostragem reduziria a 
variabilidade genética, e não ao contrário. De acordo com Goodall-Copestake et al., (2012), um N 
superior a cinco espécimes seria suficiente para detectar extremos de variação genética no locus 
COI e Ns superiores a 25 amostras apenas trariam maior precisão às análises. Com base no exposto, 
concluímos que o esforço amostral nas populações de S. canopus, embora passível de melhora, teria 
sido capaz de detectar, com alguma acurácia, a variação genética. Por fim, a inclusão de espécies 
crípticas é, no presente estudo, a hipótese inicialmente a ser testada e, portanto, a variação 
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nucleotídica verificada pode ser um indicativo da presença de espécies crípticas no universo 
amostral.   
Um dos aspectos de diferenciação entre espécies pode ser manifestado através do isolamento 
reprodutivo (WU, 2001). O procedimento tradicional para investigar o isolamento reprodutivo é 
estimar o fluxo gênico entre as populações, pois o menor fluxo gênico sinalizaria a diferenciação 
genética das populações (CHOI, 2016). Um método para estimar o fluxo gênico em populações 
naturais é estabelecer a divergência genética entre elas, cujo valor é determinado pela variância na 
frequência alélica entre as subpopulações através do índice Fst (HARTL & CLARK, 2010). 
Todavia, considerando o contexto de bioinvasão no qual está inserida Styela canopus e o cenário de 
especiação insipiente que se revela, não seria coerente estimar o fluxo gênico entre as populações 
amostradas, uma vez que a maior parte destas se assemelharia, estruturalmente, a comunidades 
resultantes da mistura provocada pelos eventos de introdução. Dessa forma, optou-se pela 
mensuração do Fst entre os grupamentos obtidos pelos métodos filogenéticos. Os valores 
observados de Fst entre os grupamentos encontrados indicam baixíssimo fluxo gênico entre as 
possíveis espécies aventadas (Tab. 5), reforçando a hipótese de isolamento reprodutivo. Interessante 
observar que os grupos G3 (costa leste dos EUA) e G4 (Panamá) da Figura 1 distam 
aproximadamente 2.035 km e não há barreiras geográficas claras entre as regiões. Sendo assim, 
seria esperado o compartilhamento de haplótipos entre as áreas. No entanto, ambas as regiões 
apresentaram haplótipos exclusivos e não compartilhados com nenhuma outra área, além de 
elevados valores de Fst, sugerindo fluxo gênico insignificante. Uma possível explicação desse 
isolamento seria a existência de barreiras ecológicas que estariam impedindo o estabelecimento de 
migrantes em função das diferenças ambientais (NOSIL et al., 2005) ou da atuação de correntes 
marítimas como barreiras dispersivas (e.g. Corrente das Antilhas e Corrente Caribenha). Em 
contrapartida, é possível que mecanismos reprodutivos (e.g. ausência de reconhecimento entre os 
gametas, divergência nos tempos de reprodução) possam estar operando dentro e entre as 
populações levando ao distanciamento genético (PALUMBI, 1994). Fluxo gênico insignificante foi 
uma das evidências utilizadas para inferir a especiação críptica em Clavelina lepadiformes 
(TARJUELO et al., 2001) e Pseudodistoma crucigaster Gaill, 1972 (TARJUELO et al., 2004). 
Importante também ressaltar que, embora distantes (genética e geograficamente) e, teoricamente, 
isoladas pelo Istmo do Panamá, os haplótipos do Panamá guardam alguma relação evolutiva com os 
haplótipos do Japão (Fig. 3). Existem fortes evidências de rápido isolamento reprodutivo em 
populações estritamente alopátricas, separadas pelo Istmo do Panamá (PALUMBI, 1994). A 
formação do Istmo do Panamá foi um dos maiores eventos naturais do Cenozóico, conduzindo a 
profundas transformações na biota dos oceanos (O’DEA et al., 2016). Estima-se que o Istmo do 
Panamá tenha se formado entre o final do Mioceno e o Pleistoceno médio (KEIGWIN, 1978), o que 
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fornece para nossa narrativa uma separação de, pelo menos, 2,8-3,0 M.a. entre as populações do 
Panamá e do Japão. O que temos até aqui é que três áreas geográficas estão aparentemente isoladas 
(Japão, Panamá e costa leste dos EUA), pois apresentam haplótipos simpátricos e não 
compartilhados com nenhuma outra área, indicando que estas espécies poderiam estar em suas áreas 
de origem.  
Embora o isolamento geográfico tenha sido historicamente considerado imprescindível para 
o processo de especiação (ENDLER, 1977), a diversificação pode ocorrer em função de outros 
fatores. A evolução do isolamento reprodutivo é potencialmente influenciada por fatores genéticos, 
ecológicos, de desenvolvimento, comportamentais e ambientais (GAVRILETS & HASTINGS, 
1996). Por exemplo, a hipótese ecológica de especiação prediz que o isolamento reprodutivo resulta 
da combinação de processos adaptativos em ambientes diferentes, podendo ocorrer em alopatria ou 
simpatria (SCHLUTER, 2001). Por sua vez, o ‘princípio do fundador’ (MAYR, 1942) tem sido 
utilizado para explicar muitos casos de especiação rápida. De acordo com esse modelo, o evento 
fundador pode, às vezes, levar a uma indução de desequilíbrio gamético como produto da 
endogamia. Se houver variabilidade genética suficiente na população fundadora, os sistemas 
genéticos multilocus podem responder à deriva e às forças seletivas, passando por uma rápida 
mudança para um novo pico adaptativo, conhecido como transiliência genética (TEMPLETON, 
1980). Dessa forma, uma população isolada, com poucos indivíduos e que coloniza uma nova área, 
vivenciará mudanças nas pressões de seleção e na deriva genética, resultando no rápido 
deslocamento de muitos genes para uma nova combinação coadaptada, reprodutivamente isolada da 
população ancestral (BARTON & CHARLESWORTH, 1984). Ainda, o processo de hibridização 
pode acelerar a especiação via introgressão adaptativa ou causar especiação quase instantânea por 
alopoliploidia (ABBOT et al., 2013). Embora a extinção seja o resultado mais provável da 
hibridização provocada pela ação humana (CRISPO et al., 2011), a especiação por hibridização não 
pode ser descartada nos casos de introdução. Casos de introgressão genética já foram registrados 
entre as espécies crípticas da ascídia Ciona intestinalis (NYDAM & HARRISON, 2010b; ROUX et 
al., 2013), demonstrando a potencialidade da hibridização como indutor de rápida especiação em 
ascídias.   
Contrariando a premissa de que as distâncias genéticas e geográficas são correlacionadas 
umas com as outras (WRIGHT, 1943), os resultados indicam que a relação entre a distância 
genética e a distância geográfica para os dados de S. canopus é irrelevante. Esse resultado é 
condizente com o cenário de influência antrópica nos processos de dispersão, também corroborado 
pela falta de padrão na distribuição dos haplótipos em algumas áreas. O mesmo resultado foi 
encontrado em estudo filogeográfico de Styela plicata (PINEDA et al., 2011), sugerindo que possa 
haver um padrão para ascídias relacionadas com processos de bioinvasão. 
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O compartilhamento de haplótipos nos permite identificar, com segurança, a existência de 
conectividade entre áreas geográficas. É possível observar mais de um haplótipo indicando as 
mesmas conexões. Os haplótipos hap 16, hap 25 e hap 123 compartilham localidades no estado de 
Santa Catarina (sul do Brasil) e Singapura; os haplótipos hap 16, hap 123, hap 125, hap 127 e hap 
131 compartilham duas localidades no sul e sudeste do Brasil e os haplótipos hap 1, hap 56 e hap 
58 compartilham localidades no nordeste brasileiro, Israel e Singapura. Uma vez que a taxa de 
invasão biológica em ecossistemas aquáticos costeiros depende do volume de tráfego de navios 
(RICCIARDI, 2001) é interessante correlacionar as regiões amostradas onde há compartilhamento 
de hapótipos com o transporte marítimo. Não é coincidência que todas essas regiões contenham 
portos ou estações marítimas com intensos fluxos aquaviários. As regiões de Penha e Governador 
Celso Ramos estão na rota dos navios que atracam no Porto de Itajaí 
(http://www.portoitajai.com.br/). A área de amostragem em São Paulo fica na região do Terminal 
Petrolífero da Petrobras (http://www.petrobras.com.br/) e na rota das embarcações que atracam no 
Porto de Santos (http://www.portodesantos.com.br/). No Ceará, foram coletadas na região do Porto 
do Mucuripe (http://www.docasdoceara.com.br/); na Bahia, na área portuária de Salvador 
(http://www.codeba.com.br); em Singapura, nas cercanias do Porto de Singapura 
(http://www.mpa.gov.sg/) e, em Israel, nas instalações do Porto de Haifa 
(http://www.haifaport.co.il/). O Porto de Singapura é o primeiro lugar no ranking que contém os 20 
portos com os maiores riscos de invasão (SEEBENS et al., 2013) e está entre os sete caminhos mais 
importantes para o intercâmbio de espécies, atuando como epicentro para a troca interregional 
(DRAKE & LODGE, 2004). Entre os portos brasileiros o Porto de Santos (São Paulo) e o Porto de 
Tubarão (Espírito Santo) estariam entre aqueles que também desempenham relevante papel nas 
trocas de espécies entre regiões do planeta (DRAKE & LODGE, 2004; SEEBENS et al., 2013). 
Além do mais, S. canopus já foi registrada aderida a cascos de navios (MILLAR, 1969; GEWING 
& SHENKAR, 2017), indicando o seu potencial para dispersão através da navegação comercial. O 
risco total de invasão por bioincrustação pode ser comparável ou superior ao da descarga de água de 
lastro (DRAKE & LODGE, 2007). Todavia, por outro ponto de vista, o compartilhamento de vários 
haplótipos pode também sugerir conectividade passada (PINEDA et al., 2011). As informações 
obtidas através das filogenias indicam que os processos que levaram ao isolemento reprodutivo em 
diferentes linhagens de Styela canopus ocorreram em uma escala de milhões de anos. Dessa forma, 
é possível que parte da história de distribuição possa ter ocorrido em função de processos naturais 
de dispersão, anteriores a influência humana. Esses padrões contrastantes criam dificuldades que 
tornam a reconstrução da história filogeográfica de S. canopus repleta de incertezas.  
Galápagos apresenta todos os seus haplótipos restritos ao grupo G10 e compartilha apenas 
dois haplótipos (hap 55 e hap 57) com regiões no Atlântico Sul. Esses resultados sugerem que a 
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população da Ilha Baltra (Galápagos) já esteve isolada das demais populações, porém, está sofrendo 
os efeitos dos processos de introdução. Desde o final da Segunda Grande Guerra, os Estados Unidos 
instalaram uma base naval na Ilha Baltra, o que aumentou o número de navios na região e, com o 
crescimento populacional, foi construído o Porto de Seymour na mesma ilha (KEITH et al., 2016). 
Embora o arquipélago de Galápagos não esteja em uma região geográfica propícia à bioinvasão por 
ascídias (LINS et al., 2018) existem importantes rotas introdutórias que passam pelas águas do 
Pacífico tropical em direção às costas pacífica e atlântica da América do Sul (SEEBENS et al., 
2013). Dessa forma, é provável que Galápagos represente o centro de dispersão e que os navios 
estejam transportando organismos de Galápagos para outras áreas, entre eles S. canopus. Resalta-se 
que este é o primeiro registro de S. canopus nas Ilhas Galápagos. 
Por outro lado, outras localidades tem haplótipos bastante espalhados nos grupos e todos são 
ou compartilhados ou derivados. As populações de Angola, Singapura, Bahia, Ceará, Espírito 
Santo, Rio de Janeiro, São Paulo, Penha e Governador Celso Ramos parecem estar recebendo 
haplótipos de várias linhagens distintas e, por isso, apresentam variabilidade nucleotídica maior do 
que outras regiões. Podemo supor que essas populações são resultantes de movimentos 
introdutórios. A introdução de espécies exóticas de ascídias tem sido recorrentemente reportada 
para o litoral brasileiro (LOTUFO, 2002; ROCHA & KREMER, 2005; MARINS et al., 2010; 
SKINNER et al., 2016), para Singapura (LEE et al., 2013; LEE et al., 2016; TOH et al., 2017) e 
para Angola (NICOLAU, 2016; PESTANA et al., 2017) demonstrando que essas áreas estão 
abertas para a bioinvasão. Embora haja o registro de ocorrência de Styela plicata nas águas de 
Luanda (PESTANA et al., 2017), esse é o primeiro registro de Styela canopus para aquela região. 
Não foi possível identificar claramente as origens dos haplótipos introduzidos nessas populações. 
Styela canopus está tão amplamente distribuída (Fig. 1, Introdução Geral) que as populações nativas 
poderiam figurar em qualquer região da área de distribuição, inclusive em locais não amostrados. 
Finalizando, é preciso destacar a relevante quantidade de haplótipos exclusivos verificados. 
Analisando sequências de COI, González-Wangüemert et al. (2015) verificaram 69,6% de 
haplótipos exclusivos em Holothuria polii (Delle Chiaje, 1823) (Echinodermata, Holoturia). O 
elevado número de haplótipos exclusivos pode ser o resultado do crescimento populacional ou de 
processos seletivos atuando sobre os loci gênicos (VERGARA-CHEN et al., 2010). Por outro lado, 
os valores obtidos no teste Tajima D indicaram que ambos os loci são seletivamente neutros. A 
presença de haplótipos exclusivos existentes entre as localidades também sugeriria que algumas 
variáveis ambientais poderiam estar influenciando a diferenciação genética entre as populações 
(GONZÁLEZ-WANGÜEMERT & VERGARA-CHEN, 2014). Essa diversidade genética poderia 
fornecer a matéria-prima para a manutenção da diversidade em escalas de tempo evolutivas mais 
longas e também poderia fornecer a base para a adaptação a mudanças ambientais (SANFORD & 
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KELLY, 2011; GONZÁLEZ-WANGÜEMERT & VERGARA-CHEN, 2014), viabilizando a 




 Estamos diante de um cenário complexo onde os resultados demonstram que existem 
diferentes linhagens genéticas independentes, algumas aparentemente isoladas em suas áreas 
geográficas (Panamá, Japão e costa leste dos EUA) e outras sendo influenciadas por introduções 
mediadas pela ação antrópica (Angola, Singapura, Bahia, Ceará, Espírito Santo, Rio de Janeiro, São 
Paulo, Penha e Governador Celso Ramos). Por sua vez, o arquipélago de Galápagos parece que 
esteve isolado e passou a sofrer os efeitos das introduções marinhas. 
 Múltiplas linhas de evidências foram obtidas através de diferentes análises moleculares a 
favor da especiação críptica. Examinando loci mitocondrial e nuclear foi demonstrado que o táxon 
Styela canopus, na natureza, representa várias espécies. Tendo em conta que espécies são grupos de 
populações naturais intercruzantes e isoladas reprodutivamente umas das outras, propomos a 
existência de, ao menos, sete possíveis espécies crípticas em Styela canopus. Por esse motivo, 
sugerimos que, a partir da publicação deste trabalho, o táxon passe a ser tratado como “complexo 
Styela canopus”. Ainda assim, não descartamos a necessidade de novos estudos, e.g. filogenômica, 
para agregar novas informações a essa questão. 
 Posto que reinterados estudos moleculares tenham indicado a existência de espécies 
crípticas, fica evidente a necessidade da reanálise morfológica de muitos taxa para que se possa 
tentar diferenciar e descrever as novas espécies. A descoberta de elevado número de espécies 
crípticas reforça a necessidade da taxonomia, morfológica e molecular, tanto para a melhor 





Elevada variabilidade morfológica em Styela canopus (Savigny, 1816): a dificuldade da 
taxonomia alfa em ascídias cosmopolitas. 
 
RESUMO 
Em um momento em que a maioria dos taxa ainda precisa de descrição e a lista de extinções está 
aumentando, o número de taxonomistas tradicionais está diminuindo. Isso talvez se deva, em parte, 
ao crescente uso de técnicas de sequenciamento de DNA. Por outro lado, a mesma tecnologia tem 
revelado um número significativo de espécies crípticas que necessitam de investigação e descrição. 
É o caso da ascídia solitária Styela canopus, que apresenta grande variabilidade morfológica 
externa, ampla distribuição geográfica e extensa sinonímia. O objetivo do presente estudo foi 
explorar a variabilidade morfológica de Styela canopus e verificar se caracteres morfológicos e 
morfométricos permitem discriminar populações e/ou possíveis espécies crípticas. Comprimento do 
corpo e número de vasos longitudinais foram os caracteres métricos com maior variabilidade. Por 
outro lado, diâmetro do tubérculo dorsal, diâmetro do ovócito e número de gônadas apresentaram 
discreta variação. A Análise de Variância indicou que há diferenças significativas 
interpopulacionais entre as médias dos caracteres morfométricos analisados. Todavia, não foi 
possível discriminar claramente nenhuma das populações através da Análise de Componentes 
Principais ou da Análise de Máxima Parcimônia. Em contrapartida, caracteres qualitativos como a 
cor da túnica na região próxima aos sifões, morfologia e tamanho dos folículos testiculares, número 
elevado de ovários e morfologia das escamas sifonais demonstraram serem bons caracteres 
taxonômicos diagnósticos, permitindo afirmar que espécimes do Japão, do Panamá e do Espírito 
Santo (Brasil) pertencem a espécies distintas de Styela canopus.    
 




 A taxonomia descritiva, ou taxonomia alfa, é muito mais do que apenas inventariar a 
biodiversidade do planeta. Ela estabelece as bases da sistemática filogenética e fornece o banco de 
dados necessário para a ecologia e conservação (WILSON, 2004). Por outro lado, e a despeito de 
sua importância, o número de taxonomistas vem se reduzindo gradativamente ao longo dos anos 
(DISNEY, 1998; HOPKINS & FRECKLETON, 2002; YEN & ITTERBEECK, 2016). Cada vez 
mais, os estudos têm feito uso do conceito de “morfoespécie”, útil em escala local, mas ineficiente 
em escala global (BEATLLE & OLIVER, 1994). Isso, em um cenário no qual cerca de 90% das 
espécies do planeta permanece desconhecida (DISNEY, 2000) e a perda por extinção tem sido 
acelerada (WORM et al., 2006), eliminando espécies e suas histórias evolutivas (VERON et al., 
2015). Se considerarmos apenas o ambiente marinho, a situação não é diferente, pois se estima que 
entre 1/3 e 2/3 das espécies ainda precisam de descrição (APPELTANS et al., 2012). Uma vez que 
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grande parte das espécies permanece não descrita, os esforços para catalogar e explicar a 
biodiversidade do planeta precisam ser priorizados (BICKFORD et al., 2006). 
A identificação correta das espécies compreende etapa crucial para qualquer estudo 
biologicamente significativo (GELLER et al., 1997). A maioria dos dados utilizados na praxis 
taxonômica é morfológica e começa com algum tipo de agrupamento que, na maioria das vezes, é 
uma tentativa de reconhecer uma população geneticamente definida (SIMPSON, 1951). Por outro 
lado, a variação morfológica em muitos taxa não está correlacionada com a especiação, pois a 
especiação pode ocorrer na ausência de variação morfológica visível (TEMPLETON, 1981). Além 
do que, diferentes indivíduos em uma população podem estar adaptados a diferentes ambientes 
levando à coexistência de diferentes fenótipos, dependendo da diversidade de microhabitats (VAN 
VALEN, 1965).  
Em contrapartida, estudos genéticos têm revelado um número significativo de espécies 
crípticas (GOLDSTEIN & DESALLE, 2010; JÖRGER & SCHRÖDL, 2013), acrescentando mais 
dificuldade à delimitação de espécies. Nesse caso, a dificuldade em estabelecer caracteres 
diagnósticos pode ocorrer porque muitas espécies crípticas estão sob estase morfológica 
(KNOWLTON, 2000; BICKFORD et al., 2006) ou, ao contrário, devido ao resultado de demasiada 
variabilidade fenotípica, que pode obscurecer caracteres morfológicos específicos, determinantes 
para delimitar as espécies (MICKEVICH & JOHNSON, 1976). Além disto, em ascídias alguns 
caracteres taxonômicos são difíceis de observar, sobretudo em animais mal fixados e/ou pouco 
relaxados (TURON, 1987b). De qualquer forma, as espécies crípticas requerem ainda uma 
descrição morfológica para saírem do anonimato (SCHLICK-STEINER, 2007). 
A longa lista de sinonímias para algumas espécies de ascídias cosmopolitas demonstra com 
que frequência a taxonomia tradicional não tem conseguido lidar com uma perspectiva de escala 
global (ORDÓÑEZ et al., 2016), o que sugere que a taxonomia alfa das ascídias é distorcida pela 
excessiva aglutinação, com muitos taxa crípticos ainda por serem descobertos (KNOWLTON, 
2000). Por outro lado, é preciso reconhecer o aspecto histórico, uma vez que grande parte dos 
sinônimos ocorreu em uma época na qual havia maiores dificuldades de comunicação, de acesso à 
bibliografia e a coleções biológicas e menos pesquisas em países em desenvolvimento. Resolver o 
problema taxonômico das ascídias que compõem um complexo de espécies e/ou com elevada 
variação morfológica e geográfica permanece um enorme desafio a ser resolvido (ZHAN et al., 
2015).  
A taxonomia de Styela canopus tem sido tradicionalmente baseada em diferentes caracteres 
anatômicos, incluindo seu pequeno tamanho, a proximidade dos sifões e a presença de duas gônadas 
de cada lado do corpo. Todavia, a literatura tem relatado grande variabilidade nos caracteres 
morfológicos, dependendo da região onde os espécimes foram coletados, principal motivo da 
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extensa sinonímia. Após analisar 25 espécimes coletados em vários pontos das Ilhas Bermudas, Van 
Name (1902), verificou grande variação em quase todos os caracteres, reconhecendo não estar certo 
de que o material representasse uma única espécie. Além disso, há evidências moleculares de que S. 
canopus seja um complexo de espécies (ver Cap. I). O objetivo do presente estudo foi explorar a 
variabilidade morfológica de Styela canopus e verificar se caracteres morfológicos qualitativos, 
merísticos e métricos, permitem discriminar populações localizadas em diferentes áreas geográficas 
e/ou possíveis espécies crípticas através de análises estatísticas e filogenéticas. 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
Amostragem 
 Para estudar a variação morfológica em Styela canopus, espécimes maduros foram coletados 
em 19 áreas geográficas ao redor do mundo: uma do Atlântico Norte, quatro do Caribe, dez do 
Atlântico Sul e Tropical, uma do Pacífico Centro-Leste, duas do Pacífico Oeste-Norte e uma do 
Mediterrâneo (Tab. 1). As coletadas realizadas no Brasil foram feitas de acordo com as autorizações 
SISBIO no 10011-1 e SISBIO no 55157-1. 
 
Tabela 1. Populações de Styela canopus amostradas no presente estudo. 
Oceano/Mar ID País Localidade Latitude Longitude Ano N 
Atlântico Norte MA  Massachusetts 41º31’36”N 70º39’47”O 2014 01 
Caribe 
ST  São Tomás 18
o20’23”N 64o54’37”O 1973 05 
CR  Curaçao 17
o3’0”N 61o48’0”O 1963 05 
MR  Martinica 14
o40’0”N   61o0’0”O 1967 05 
PA  Panamá 9º20’26”N 82º14’26”O 2014 13 
Atlântico Sul e 
Tropical 
CE  Ceará 3º42’36”S 38º28’24”O 2015 12 
BA  Bahia 12º58’21”S 38º30’49”O 2014 11 
ES  Espírito Santo 20º19’7”S 40º17’56”O 2016 09 
RJ  Rio de Janeiro 22º57’17”S 43º 10’3”O 2017 02 
AR  Angra dos Reis 23º0’21”S 44º18’57”O 2014 07 
SP  São Paulo 23º46’52”S 45º23’49”O 2017 12 
PR Paraná 25º50’41”S 48º34’44”O 2014 02 
PE Penha 26o47’16”S 48o36’24”O 2014 10 
GR  Gov. Celso Ramos 27º18’53”S  48º33’33”O 2016 09 
AN  Luanda 8º37’58”S 13º13’32”L 2013 08 
Pacífico Centro-
Leste 
GA  Galápagos 0º27’0”S 90º16’0”O 2016 13 
Pacífico Oeste-
Norte 
JP  Japão 34º32’0”N   136º59’0”L 2015 02 
SI  Singapura 1º17’14”N 103º8’47”L 2015 08 




Em campo, os espécimes foram anestesiados com a adição de mentol à água do mar e, 
posteriormente, fixados em formaldeído 4%. Em laboratório, as amostras foram dissecadas segundo 
técnicas usuais para ascídias solitárias (RODRIGUES et al., 1998), medidas e descritas. Os 
espécimes foram depositados na Coleção de Ascídias do Laboratório de Invertebrados Marinhos - 
Universidade Federal do Paraná, com exceção das amostras de São Tomás, Curaçao e Martinica, 
devolvidas ao depositário de origem (Naturalis Biodiversity Center). 
 
Morfometria 
 Para investigar as diferenças entre as populações amostradas, 19 caracteres morfológicos 
foram avaliados em uma análise morfométrica que consistiu na descrição dos espécimes levando-se 
em consideração características métricas e merísticas, padronizadas de acordo com as descrições 
abaixo (Quad. 1). Para a obtenção das medidas foram utilizados paquímetro e ocular graduada de 
um microscópio estereoscópico (Leica, MZ 125). Para evidenciar os caracteres morfológicos de 
interesse, o material biológico foi corado com Hematoxilina de Harris (HARRIS, 1900). 
 
Quadro 1. Descritores anatômicos utilizados na morfometria de S. canopus. 
Métricos 
CC Comprimento do corpo: maior eixo longitudinal do corpo, sem túnica; 
LC Largura do corpo: maior eixo transversal do corpo, sem túnica; 
CSO Comprimento do sifão oral: eixo longitudinal, da base até a borda livre do sifão, 20x*; 
CSA Comprimento do sifão atrial: eixo longitudinal, da base até a borda livre do sifão, 20x*; 
DTD Diâmetro do tubérculo dorsal: maior eixo longitudinal do tubérculo dorsal, 40x*; 
Oe1 Comprimento do menor ovário esquerdo: eixo longitudinal entre as extremidades ovarianas, 10x*; 
Oe2 Comprimento do maior ovário esquerdo: eixo longitudinal entre as extremidades ovarianas, 10x*; 
Od1 Comprimento do menor ovário direito: eixo longitudinal entre as extremidades ovarianas, 10x*; 
Od2 Comprimento do maior ovário direito: eixo longitudinal entre as extremidades ovarianas, 10x*; 
CE Comprimento do estômago: eixo mediano, entre o término do esôfago e o início do intestino, 10x*; 
DO Diâmetro do ovócito: média (n = 5) do maior eixo transversal do ovócito, 100x*, transiluminação. 
Merísticos 
TO Tentáculos orais: número total de tentáculos orais; 
VLe Vasos longitudinais: número total de vasos longitudinais do lado esquerdo; 
VLd Vasos longitudinais: número total de vasos longitudinais do lado direito; 
Ge Gônadas: número total de gônadas do lado esquerdo; 
Gd Gônadas: número total de gônadas do lado direito; 
PLE Pregas longitudinais do estômago: número total de pregas longitudinais no interior do estômago; 
FM Fendas por malha: maior número de fendas verificado em uma única malha; 
LT Lobos testiculares: maior número de lobos verificado em um único folículo testicular. 
* aumento em que a medida foi obtida. 
 
Análises Estatísticas 
 Inicialmente, os dados originais foram normalizados através da transformação log para 
reduzir as distorções na distribuição (ZHOU et al., 1997) e tornar as variâncias de erro mais 
homogêneas (FERNANDEZ, 1992). Os dados morfométricos foram, então, submetidos à Análise 
de Correlação para se estabelecer o grau de relacionamento entre as variáveis pareadas (PEARSON, 
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1897) e verificar possíveis padrões morfológicos. Os níveis de significância foram ajustados 
segundo as correções sequenciais de Bonferroni (RICE, 1989). Para testar estatisticamente as 
diferenças entre as populações foi aplicada a Análise de Variância (ANOVA) sobre as variáveis 
morfométricas e o Teste de Tukey (TUKEY, 1953) segundo o algoritmo de Copenhaver-Holland 
(COPENHAVER & HOLLAND, 1988) para indicar efetivamente as populações que diferiram. Na 
realização da ANOVA os dados merísticos Ge, Gd e LT não foram incluídos, uma vez que a 
distribuição desses dados não foi normal. Também foram retiradas dessas análises as populações 
com menos de três exemplares (Paraná, Rio de Janeiro, Massachusetts e Japão). Por fim, foi 
aplicada a Análise de Componentes Principais (ACP) a fim de reduzir a dimensão do conjunto de 
caracteres e identificar os componentes que melhor descrevessem a variação entre as populações. 
Os componentes principais foram extraídos a partir de uma matriz de correlação e plotados em uma 
representação gráfica bidimensional com o intuito de detectar possíveis padrões nos dados 
(JOLLIFFE, 1986). Todas as análises estatísticas morfométricas foram feitas com o auxílio do 
programa PAST 3.19 (HAMMER et al., 2001). 
 
Análise Filogenética 
A análise filogenética de Máxima Parcimônia (MP) foi aplicada aos dados morfológicos e 
executada com o auxílio do programa TNT v. 1.5, que aplica a otimização de Farris (FARRIS, 
1970) para analisar dados contínuos (GOLOBOFF et al., 2008, GOLOBOFF  & CATALANO, 
2016). Foi executada a busca heurística utilizando novas tecnologias, que aplica três algoritmos 
diferentes para isolar e analisar cada setor das árvores mais parcimoniosas de maneira independente 
(GOLOBOFF, 1999). O número de gônadas de cada lado do corpo (Ge e Gd) e o número de lobos 
testiculares (LT) foram convertidos em categorias, pois sua distribuição foi discreta. Outros 14 
caracteres discretos foram utilizados (Quad. 2), resultando em uma matriz com 32 caracteres, 16 
contínuos (Supl. 4) e 16 discretos (Supl. 5). Os dados contínuos foram tratados sem discretização 
(GOLOBOFF et al., 2006) e como aditivos, enquanto os caracteres discretos foram tratados como 
não aditivos (FERRER et al., 2014). Todos os caracteres tiveram o mesmo peso. Dada à 
similaridade morfológica com S. canopus (OLIVEIRA-FILHO & LOTUFO, 2015), Styela cearense 
Oliveira-Filho & Lotufo, 2015 foi utilizada como grupo externo na análise. 
Para avaliar o suporte dos ramos foi utilizado o suporte de Bremer, que indica quantos 
passos a mais são necessários para que um clado colapse (BREMER, 1988). Foram considerados 
bem suportados os ramos com Bremer ≥ 2. O Teste de Templeton foi aplicado para determinar o 





Quadro 2. Caracteres não contínuos e seus respectivos estados. 
1. Proeminência na borda anterior da escama: (0) bem desenvolvida (1) ausente/pouco desenvolvida; 
2. Testículos digitiformes: (0) presentes (1) ausentes; 
3. Testículos globosos: (0) ausentes (1) presentes; 
4. Testículos digitiformes mais longos: (0) ausentes (1) presentes; 
5. Número de gônadas do lado direito: (0) uma ou duas (1) mais que duas; 
6. Número de gônadas do lado esquerdo: (0) uma ou duas (1) mais que duas; 
7. Número máximo de lobos testiculares: (0) 1-6 (1) 7-12 (2) 13-18 (3) >18; 
8. Endocarpos sobre as alças intestinais: (0) ausentes (1) presentes; 
9. Ovários ramificados: (0) ausentes (1) presentes; 
10. Forma do ânus: (0) lobado (1) liso; 
11. Dobra na borda anal: (0) ausente (1) presente; 
12. Cor em torno dos sifões: (0) ausente (1) alaranjado (2) avermelhado (3) esverdeado (4) amarronzado; 
13. Aspecto da túnica: (0) predominantemente rugosa (1) predominantemente lisa; 
14. Papilas na túnica: (0) presentes (1) ausentes. 
15. Consistência da túnica: (0) coriácea (1) cartilaginosa; 





Túnica. O formato do corpo com a túnica variou entre oblongo e globoso, sendo o primeiro 
mais frequente (74,7% das amostras). A superfície dorsal da túnica é rugosa, com maior 
concentração de pigmentos, sendo que outras regiões da túnica podem apresentar-se rugosas ou 
lisas. A coloração da túnica foi variável, oscilando entre totalmente branca, branco amarelada, 
branco acinzentada, creme, creme esverdeada, marrom alaranjada e marrom avermelhada, em 
animais fixados no formol 4%. Projeções foram verificadas em vários espécimes, com notável 
desenvolvimento nas amostras do Ceará (Fig. 1A). A túnica apresentou aspecto coriáceo, raramente 
cartilaginoso (10,2% das amostras). 
Parede do Corpo. Retirada a túnica, o formato do corpo foi sempre oblongo (Fig. 1B). 
Parede do corpo transparente a totalmente opaca, de coloração variável entre branca, branco 
amarelada, branco acinzentada, creme, creme amarelada, creme avermelhada e marrom 
avermelhada em espécimes fixados no formol 4%. Feixes de músculos longitudinais são frequentes 
(75,9% das amostras), mas não universais. Endocarpos são conspícuos e abundantes, distribuídos 
sobre a face interna da parede do corpo, entre as gônadas e tubo digestório. Em apenas três 
espécimes do Espírito Santo (ES07, ES08 e ES09) foram também verificados endocarpos sobre a 
segunda alça intestinal, embora poucos (± 7). 
Sifões. Os sifões são próximos, sendo o oral apical e o atrial lateral. O sifão atrial pode estar 
inserido um pouco acima ou um pouco abaixo da metade do corpo (Fig. 1B), raramente no meio. 
Cada sifão apresenta quatro lobos triangulares (Fig. 1C). Em ambos os sifões o revestimento interno 
apresenta fileiras de escamas e oito faixas brancas (Fig. 1F e 1G). Escamas apresentam o formato 
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triangular, com a borda anterior apresentando projeções bem desenvolvidas (Fig. 2I) ou pouco 
desenvolvidas/ausentes (Fig. 2H). Os tentáculos orais são filiformes, não ramificados e com três 
classes de tamanho, arranjados com certa regularidade (Fig. 1E). Múltiplos tentáculos atriais, 
filiformes e diminutos formam um anel do qual partem dois ramos em direção ao tubérculo dorsal 
(Fig. 1H). O anel ciliado é formado por membrana única, disposta em forma de ‘V’ na região 
peritubercular (Fig. 1E). Tubérculo dorsal apresenta fenda no formato de ‘C’ ou ‘U’ (Fig. 1E). 
  
 
Figura 1. A. Detalhe da túnica indicando as projeções (seta); B. Vista lateral esquerda, sem a 
túnica; C. Lobos no sifão oral (seta); D. Vista geral da faringe; E. Detalhe da região oral; F. 
Revestimento interno do sifão oral indicando as fileiras de escamas (seta); G. Revestimento interno 
do sifão atrial indicando as fileiras de escamas (seta); H. Tentáculos atriais na base do sifão e nas 
projeções (setas); I. Detalhe da faringe indicando a fenda longitudinal (seta). 
 
Legenda: so, sifão oral; sa, sifão atrial; p1-p4, pregas longitudinais da faringe; ld, lâmina dorsal; es, esôfago (abertura); 
ac, anel ciliado; to, tentáculo oral; td, tubérculo dorsal; rpt, região peritubercular; ta, tentáculos atriais. 
 
Faringe. A faringe apresenta quatro pregas longitudinais de cada lado (Fig. 1D) com vasos 
longitudinais completos, vasos transversais com duas ordens de tamanho e vasos parastigmáticos 
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presentes. As fendas são longitudinais (Fig. 1I), variando de 5 a 22 (caso extremo) por malha 
(mediana = 11). Lâmina dorsal simples, inteira e de margem lisa, estende-se até o lado posterior 
esquerdo do esôfago, onde é mais larga (Fig. 1D).  
 
 
Figura 2. A. Vaso sanguíneo entre o estômago e a primeira alça intestinal (seta); B. Corte 
transversal do estômago com dobras internas e indicando a região plana (seta); C. Estômago 
dissecado indicando a região plana (seta); D. Detalhe do ânus com a borda lobada e dobrada (seta); 
E. Gônadas e detalhe dos espermidutos; F. Folículo testicular digitiforme (seta); G. Folículo 
testicular globoso (seta); H. Escamas sifonais com projeções pouco desenvolvidas na margem 
anterior (seta); I. Escamas sifonais com projeções conspícuas na margem anterior (seta).  
 
Legenda: et, estômago; ai, alça intestinal (1ª); ov, ovário; te, testículo; ed, espermiduto; ec, espermiduto comum.  
 
Tubo digestório. O esôfago é frequentemente curto (80,7% das amostras), com menos de ¼ 
do comprimento do estômago, mas às vezes é longo, com mais de ¼ do comprimento estomacal. 
Estômago é alongado, com pregas longitudinais internas, partindo de uma região mais plana e larga, 
com estriamento transversal (Fig. 2B e 2C). Ceco gástrico e glândula digestiva ausentes. Primeira 
alça intestinal sempre forma ângulos fechados (< 45º), enquanto a segunda alça intestinal é 
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frequentemente fechada (84,3% das amostras) mas, algumas vezes, em ângulo aberto (45º - 90º). 
Tubo digestório liga-se à parede do corpo através de vasos sanguíneos sendo facilmente destacável. 
Existe um vaso sanguíneo entre o estômago e a primeira alça intestinal em aproximadamente 
metade dos espécimes (55,4%) (Fig. 2A). O ânus é liso, bilobado ou multilobado. Em alguns 
espécimes a borda anal apresentou-se dobrada sobre si mesma (AR01, AR02, AR04, SP02, IR03 e 
JP01), semelhante a uma “barra-de-calça” (Fig. 2D).  
Gônadas. Os ovários são saculiformes, alongados, retilíneos a sinuosos, aderidos 
firmemente à parede do corpo, contendo ovócitos em diferentes estágios de maturação (Fig. 2E). 
Convergem todos em direção ao sifão atrial. Um ovário mais curto encontra-se total ou 
parcialmente dentro da segunda alça intestinal. Ovários ramificados foram observados em dois 
exemplares do Panamá (PA11 e PA13) e em três do Espírito Santo (ES07, ES08 e ES09). 
Numerosos folículos testiculares encontram-se distribuídos ao redor dos ovários, fracamente 
aderidos à parede do corpo e destacam-se facilmente (Fig. 2E). Os folículos apresentam formato 
digitiforme (Fig. 2F) ou globoso (Fig. 2G), podendo ambas as formas ocorrerem no mesmo 
indivíduo. Massas testiculares globosas e firmemente aderidas foram observadas apenas nos dois 
espécimes do Japão (JP01 e JP02). Espermiduto comum acompanha o eixo longitudinal dos 
ovários, na face voltada para a cavidade atrial e se abre próximo da abertura do gonoduto feminino 
(Fig. 2E). Não foi observada incubação em nenhum dos indivíduos analisados.  
 
Variação Quantitativa 
 Foram analisados 137 espécimes de Styela canopus (Supl. 4). Todas as variáveis 
quantitativas métricas apresentaram distribuição contínua. Dentre as variáveis merísticas, o número 
de gônadas, em ambos os lados (Ge e Gd), e o número máximo de lobos nos folículos testiculares 
(LT) apresentaram distribuição discreta (coeficiente < 0,9).  
A Análise de Correlação demonstrou que a maior parte das variáveis morfométricas 
analisadas tiveram correlação positiva entre si (Fig. 3), especialmente com relação ao tamanho do 
corpo (CC e LC). As exceções foram o número de fendas por malha (FM) que apresentaram 
correlação negativa com o número de vasos longitudinais, tanto do lado direito quanto do lado 
esquerdo (VLd e VLe). Comprimento (CC) e largura do corpo (LC) apresentaram forte correlação 
entre si, assim como o comprimento do sifão oral (CSO) com o comprimento do sifão atrial (CSA), 
o número de vasos longitudinais em cada lado do corpo (VLe e VLd) e o número de gônadas em 
ambos os lados (Ge e Gd). Interessante observar que o número de pregas longitudinais no estômago 
(PLE) não teve correlação significativa com o comprimento do estômago (CE), mas teve correlação 





Figura 3. Correlação estatística de Pearson entre as variáveis morfométricas. Caixa azul: p < 0,05. 
Legenda: CC, comprimento do corpo; LC, largura do corpo; CSO, comprimento do sifão oral; CSA, comprimento do 
sifão atrial; DTD, diâmetro do tubérculo dorsal; Od1, comprimento do menor ovário direito; Od2, comprimento do 
maior ovário direito; Oe1, comprimento do menor ovário esquerdo; Oe2, comprimento do maior ovário esquerdo; CE, 
comprimento do estômago; DO, diâmetro do ovócito; TO, número de tentáculos orais; VLd, número de vasos 
longitudinais do lado direito; VLe,  número de vasos longitudinais do lado esquerdo; FM, número de fendas por malha; 
Gd, número de gônadas do lado direito; Ge, número de gônadas do lado esquerdo; PLE, número de pregas longitudinais 
no estômago; LT, maior número de lobos testiculares. 
 
Alguns caracteres foram muito variáveis (Fig. 4): comprimento e largura do corpo (CC e 
LC), o tamanho dos ovários em ambos os lados (Od1/2 e Oe1/2), o comprimento do estômago (CE), 
a quantidade de tentáculos orais (TO) e de vasos longitudinais em ambos os lados do corpo (VLe e 
VLd). Por outro lado, algumas variáveis morfométricas apresentaram pouca variação (Fig. 4), a 
saber: diâmetro do tubérculo dorsal (DTD), diâmetro do ovócito (DO), número máximo de fendas 
por malha (FM), número de gônadas, em ambos os lados (Ge e Gd) e o número de pregas 
longitudinais no estômago (PLE). A variação do comprimento dos sifões apresentou padrão 
semelhante em ambos, oral e atrial (CSO e CSA). Por outro lado, o número de gônadas foi 
discretamente mais variável do lado direito (Gd). Da mesma forma, o comprimento da maior 
gônada do lado direito (Od1) foi discretamente mais variável dentre as demais. De forma geral, os 









Figura 4. Variação dos dados morfométricos analisados em Styela canopus. As caixas mostram os 
quartis de 25 a 75 por cento. A mediana é mostrada como uma linha horizontal dentro da caixa. Os 
valores mínimo e máximo são mostrados com linhas horizontais curtas.  
 
Legenda: CC, comprimento do corpo; LC, largura do corpo; CSO, comprimento do sifão oral; CSA, comprimento do 
sifão atrial; DTD, diâmetro do tubérculo dorsal; Od1, comprimento do menor ovário direito; Od2, comprimento do 
maior ovário direito; Oe1, comprimento do menor ovário esquerdo; Oe2, comprimento do maior ovário esquerdo; CE, 
comprimento do estômago; DO, diâmetro do ovócito; TO, número de tentáculos orais; VLd, número de vasos 
longitudinais do lado direito; VLe,  número de vasos longitudinais do lado esquerdo; FM, número de fendas por malha; 
Gd, número de gônadas do lado direito; Ge, número de gônadas do lado esquerdo; PLE, número de pregas longitudinais 





Os valores de p obtidos através da ANOVA demonstraram que para todas as variáveis 
analisadas houve diferença significativa entre as médias das populações (Tab. 3). O teste 
comparativo de Tukey indicou que as populações do Panamá, Singapura, Ceará e Martinica foram 
aquelas morfologicamente mais distintas das demais. Por sua vez, Espírito Santo, São Tomás e 
Israel foram as que apresentaram menores diferenças (Fig. 5). A classificação ordenada do acúmulo 
de diferenças foi a seguinte: PA > SI > CE > MR > AR = PE > SP > GR > GA > NA = BA = CR > 
ES = ST > IR. O caráter morfológico que apresentou o maior número de comparações significativas 
foi o diâmetro do ovócito (DO). Em contra partida, o diâmetro do tubérculo dorsal (DTD) foi o 
caráter com o menor número de comparações significativas. Os espécimes da Penha foram 
significativamente diferentes de todas as demais populações quanto ao número total de tentáculos 
orais (TO).  
 
Tabela 3. Dados e componentes da ANOVA (α = 0,05) 
Variável Morfométrica GL SQ F p 
CC (comprimento do corpo) 14 1,04 5,77 <0,001 
LC (largura do corpo) 14 1,15 6,16 <0,001 
CSO (comprimento do sifão oral) 14 2,77 5,21 <0,001 
CSA (comprimento do sifão atrial) 14 4,33 6,82 <0,001 
DTD (diâmetro do tubérculo dorsal) 14 0,74 2,72 0,002 
Oe1 (comprimento do menor ovário esquerdo) 14 1,20 4,06 <0,001 
Oe2 (comprimento do maior ovário esquerdo) 14 1,83 4,85 <0,001 
Od1 (comprimento do menor ovário direito) 14 1,91 5,24 <0,001 
Od2 (comprimento do maior ovário direito) 14 1,28 4,21 <0,001 
CE (comprimento do estômago) 14 2,07 8,69 <0,001 
DO (diâmetro do ovócito) 14 0,49 9,71 <0,001 
TO (número de tentáculos orais) 14 1,88 9,71 <0,001 
VLe (número de vasos longitudinais - lado esquerdo) 14 0,74 5,32 <0,001 
VLd (número de vasos longitudinais - lado direito) 14 0,79 6,12 <0,001 
PLE (número de pregas longitudinais do estômago) 14 0,12 2,18 0,013 
FM (maior número de fendas por malha) 14 0,79 5,49 <0,001 
 
Legenda: SQ. Soma dos quadrados; F. estatística F; p. significância. 
 
 
A Análise de Componentes Principais não foi capaz de discriminar claramente as 
populações a partir dos dados morfométricos (Fig. 6). Embora CP1 e CP2 representem juntos 
64,2% (CP1 = 52,2%; CP2 = 12,0%) da variação dos dados, a distribuição das amostras (espécimes) 
no gráfico bidimensional (correlação CP1 vs CP2) não agrupou claramente nenhuma das 
populações, apontando para a falta de padrão detectável no universo amostral. De forma geral, os 
resultados obtidos através das diferentes análises quantitativas evidenciam o cenário esperado de 
elevada variabilidade morfológica com pouca resolução taxonômica e geográfica. Nossos dados 
indicam que, além da grande variabilidade morfológica externa (ABBOTT et al., 1997), o 
































































































































































































































































































































































































































































































































































Figura 6. Mapa fatorial (CP1 vs CP2) dos espécimes amostrados de Styela canopus.  
 
 
Resta ainda saber se, a despeito da significativa plasticidade morfológica verificada, há sinal 
filogenético dentre as variáveis morfológicas estudadas. Por esse motivo, os dados morfológicos 
foram submetidos à análise filogenética. 
O resultado do Teste de Templeton indicou que os dados contínuos e discretos são 
combináveis, sendo que ao menos 19 caracteres diferem significativamente (p = 0,01; 30 caracteres 
se p = 0,05). A análise de Máxima Parcimônia (MP) da matriz com 32 caracteres recuperou uma 
única árvore (L = 1094; IC = 0,155 e IR = 0,663) (Fig. 7). A topologia da árvore obtida indica a 
existência de algum sinal filogenético nos caracteres utilizados, porém com muitas homoplasias 
(FARRIS, 1989).  
A análise de Máxima Parcimônia não foi capaz de recuperar claramente nenhuma das 
populações. A maioria dos grupos obtidos não apresentou suporte de Bremer (SB) significativo e 
reuniu duas ou mais áreas geográficas distintas. Entretanto, foram bem suportados os clados 
terminais que agruparam os seguintes espécimes: MR02 e MR03 (SB = 2), ST05, GR08, CR05 e 
BA07 (SB = 2), BA07 e CR05 (SB = 13), BA05, BA09, BA10 e GA12 (SB = 2), BA08 e BA11 
(SB = 2), PA08 e PA09 (SB = 2), AN01 e AN04 (SB = 3), PA06 e PA07 (SB = 6), PA02 e PA04 
(SB = 8), ES07, ES08 e ES09 (SB = 3), PA02, PA04, ES07, ES08 e ES09 (SB = 7), JP01 e JP02 







Figura 7. Árvore obtida pela Máxima Parcimônia dos caracteres morfológicos de Styela canopus. 




A considerável correlação que apresentaram entre si algumas das variáveis morfométrica 
(CC e LC; CSO e CSA; VLe e VLd) sugerem claramente que, embora S. canopus possa ter o formato 
do corpo influenciado pelas condições do ambiente onde está aderida (VAN NAME, 1945), existe 
certa relação anatômica entre determinadas dimensões do corpo que deve ser mantida durante o 
crescimento. Possivelmente, a correlação verificada entre o número máximo de fendas e 
comprimento do sifão oral seja produto apenas do acaso. Embora o fluxo de água no interior das 
ascídias seja determinado pela abertura dos sifões, uma vez que o trato ciliar nas fendas cria uma 
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corrente de água entre o sifão oral (inalante) e o sifão atrial (exalante) (RIISGARD, 1988), a 
abertura é regulada por ação muscular (HOYLE, 1952), independentemente do comprimento 
sifonal. A elevada variação morfológica do complexo Styela canopus é corroborada pelos 
resultados da ANOVA e da Análise de Componentes Principais. Os resultados dessas análises 
fazem sentido se consideramos que a maior parte das populações amostradas, na realidade, é 
composta por duas ou mais espécies crípticas e a plasticidade fenotípica existente não permite, 
ainda, sua discriminação.  
De acordo com a literatura, o comprimento do corpo apresentaria grande amplitude, 
variando de 2 mm (TOKIOKA, 1961) a 30 mm em espécimes adultos (VAN NAME, 1902; 
ALDER & HANCOCK, 1907; BERRIL, 1950). O espécime-tipo tinha 40 mm de comprimento 
(SAVIGNY, 1816), porém este deve ser considerado um caso excepcional. Os comprimentos dos 
animais aqui analisados ficaram na faixa entre 5 e 29 mm. Styela canopus sensu stricto não deve ter 
mais do que 20 mm de comprimento (sem a túnica), animais com talhe maior do que esse valor, 
provavelmente pertencem à outra espécie do complexo Styela canopus. Nossos dados diferiram da 
literatura quanto ao número máximo de tentáculos orais. Nós observamos espécimes com até 103 
tentáculos orais e a literatura relata uma variação entre 14 e 78 tentáculos (Tab. 5). Todavia, a 
mediana (37) ficou dentro dos valores esperados. 
 
Tabela 5. Comparação entre alguns caracteres morfométricos entre sinonímias do complexo Styela 
canopus. 
Táxon CC TO Gd Ge PLE FA FM LT País Referência 
Cynthia canopus 40 24 2 2 20 M ? M Egito Savigny (1816) 
Styela stephensoni 6-7 48 2 2 15-19 M 4-5 2-3 África do Sul Michaelsen (1934) 
Styela rectangularis 10 24 2 2 ? M(9) 7-12 M Austrália Kott (1952) 
Styela barbaris 38 14 2 2 ? M(6) 3-4 M Austrália Kott (1952) 
Styela partita 15 35 2 2 15 M(11) 4-7 ? Japão Tokioka (1960) 
Styela partita 10 30 2 2 12 M 4-6 2-3 Costa Rica Tokioka (1972) 
Styela partita 20-30 56 2 2 20 ? 3-7 ? Inglaterra Berril (1950) 
Styela partita 16-25 30 2 2 30 M(15) 4-6 ? N. Caledônia Vasseur (1967a) 
Styela partita < 30 40-78 2 2 18-39 M(12) 8-14 ? Est. Unidos Van Name (1902) 
Styela marquesana 22 36-72 ? ? 21-23 M 3-4 ? África do Sul Millar (1955) 




Styela canopus 10-20 ? 2 2 18-30 ? 2-3 ? Austrália Kott (1985) 
 
Legenda: CC. Comprimento do corpo em mm; TO. Número de tentáculos orais; Gd. Número de gônadas do lado direito; 
Ge. Número de gônadas do lado esquerdo; PLE. Número de pregas longitudinais no estômago; FA. Forma da borda anal; 





São raras as descrições morfológicas de S. canopus nas quais o diâmetro do ovócito foi 
citado. Berril (1950) descreve um ovócito de 0,15 mm em um espécime da Inglaterra e Michaelsen 
(1934) reporta 0,2 mm para outro da África do Sul, concordantes com os valores encontrados na 
amostragem aqui realizada. Da mesma forma, o número máximo de fendas por malha e o número 
de pregas estomacais também estão de acordo com outras descrições já realizadas (Tab. 5). Uma 
vez que o número de pregas estomacais varia de acordo com a idade e o tamanho do animal (VAN 
NAME, 1902; TOKIOKA, 1954a), não dever ser considerado como um bom caráter taxonômico. 
Michaelsen (1898) relata a existência de uma região diferenciada no estômago de uma 
Styela sp. proveniente do Chile, a qual denominou tiflossole. Tiflossoles também já foram relatadas 
para o estômago de outros Styelidae, e.g., Asterocarpa coerulea (Quoy & Gaimard, 1834) e Styela 
plicata (BREWIN, 1948) e Amphicarpa prolifera (Sluiter, 1905) (MONNIOT, 2002). No entanto, 
faltou aos autores descreverem a morfologia desta estrutura. Em Styela clava Herdman, 1881, a 
tiflossole foi descrita como uma dobra da parede intestinal, enquanto a área plana foi chamada de 
rafe (Fig. 8) (ERMAK, 1975). Considerando a natureza glandular das pregas estomacais (KOTT, 
1985) e a morfologia da rafe verificada em S. canopus, uma região plana e não uma prega, é 
possível que esta possua função similar a rafe de algumas ascídias coloniais, isto é, uma área 
mucosa ao longo de um dos lados do estômago e que contém zonas germinativas de células 
mucosas (ERMAK, 1981). 
A ligação existente entre o estômago e a primeira alça tem função incerta. Foi sugerido que 
possa ser um vaso sanguíneo ou uma glândula pilórica (ABBOT et al., 1997). A mesma conexão foi 
descrita como sendo tecido conjuntivo em S. cearense (OLIVEIRA-FILHO & LOTUFO, 2015). 
Dada a natureza tubular da estrutura verificada em S. canopus, acreditamos que seja um vaso 




Figura 8. A. Tiflossole (ti) no intestino de Styela clava; B. Rafe (ra) e pregas (pg) no estômago 
Styela clava. Adaptado de Ermak (1975). 
 
A assimetria no número de ovários em S. canopus não é usual (TURON, 1988b). A 
constância do número de ovários de cada lado demonstra que aqueles casos onde a quantidade 
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verificada foi diferente do que dois devem ser analisados. A descrição original estabeleceu que S. 
canopus tem um ou dois ovários de cada lado do corpo, logo, quatro no total máximo possível 
(SAVIGNY, 1816). Outros autores também relataram a variação no número de ovários, raramente 
maior do que dois para cada lado: um ovário do lado direito (TURON, 1988b; NISHIKAWA, 
1991), um ovário do lado esquerdo, um ovário em ambos os lados (TOKIOKA & NISHIKAWA, 
1975) e três ovários do lado direito (TOKIOKA, 1954b). Tokioka (1961) fez extensa análise acerca 
da variação do número de ovários em espécimes coletados na Nova Caledônia em 1958. Após a 
análise de 104 exemplares, verificou que 81,7% dos espécimes apresentavam dois ovários de cada 
lado, 17,3% menos de dois e, apenas 1 exemplar (± 1%), com quatro ovários do lado esquerdo, 
sendo um dos ovários ramificado (TOKIOKA, 1961). Os nossos resultados diferem pouco, 
principalmente com relação à assimetria, pois 5,8% das amostras tinham menos de dois ovários, 
9,5% tinham mais de dois em um ou ambos os lados e 84,7% das amostras tinham dois ovários em 
cada lado. 
De acordo com Hartmeyer (1926), a existência de números diferentes de ovários em S. 
canopus seria apenas uma variação individual. Afirmação semelhante fez Tokioka (1961) ao 
considerar que a existência de quatro ovários em um único lado deve ser considerada uma notável 
anormalidade. Concordamos com os autores de que devam existir variações e, até mesmo 
anormalidades, em populações naturais. Todavia, é necessário correlacionar a variação do número 
de gônadas com outros caracteres, a fim de se identificar padrões morfológicos. Nesse sentido, 
propomos que a tendência a uma quantidade maior de ovários deva ser considerada como um 
potencial caráter taxonômico diagnóstico quando recorrente em uma determinada região. Espécimes 
com um número maior do que duas gônadas em um, ou ambos os lados foram encontrados apenas 
em Israel, Panamá e Espírito Santo. É possível que possam existir outras espécies do complexo 
Styela canopus também com duas gônadas em cada lado, por outro lado, a observação de um 
número maior de gônadas é fortemente sugestiva de que o espécime analisado não pertença à Styela 
canopus sensu stricto. 
Em Styelidae, a morfologia das gônadas pode variar de acordo com a idade e com a 
maturidade do animal. Além disto, as gônadas apresentam uma gama intraespecífica variada de 
condições (KOTT, 1985). Por outro lado, ovários bifurcados são observações raras em Styela 
canopus. Foram descritos apenas em um espécime coletado em Woods Hole (Massachusetts, 
Estados Unidos) (VAN NAME, 1902) e em um indivíduo da Nova Caledônia (TOKIOKA, 1961).  
Sabe-se que as gônadas constituem um importante caráter taxonômico em ascídias 
(TURON, 1987b). Todavia, a quantidade de testículos não foi considerada um bom caráter 
taxonômico por ser influenciada pelas condições ambientais que permitem que os animais atinjam a 
maturidade ainda com pequeno tamanho do corpo (TOKIOKA, 1954a). Da mesma forma, o número 
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de lobos em cada folículo não é um bom caráter taxonômico uma vez que foi muito inconstante (1 a 
27), variando, inclusive, dentro das populações. Em contrapartida, a morfologia dos folículos 
testiculares parece ter relevância taxonômica. De acordo com Hartmeyer (1926), haveria sete 
subtipos diferentes de S. canopus de acordo com a morfologia testicular. Nós verificamos ao menos 
três formas diferentes: digitiformes curtos, digitiformes longos e globosos. Digitiformes longos 
foram verificados apenas em três exemplares do Espírito Santo e se assemelham aos testículos de 
Styela clavata (Pallas, 1774), principalmente com relação ao comprimento e pequeno número de 
lobos (VAN NAME, 1945). Por sua vez, os digitiformes curtos foram diversificados em relação ao 




Figura 9. Diferentes morfologias dos folículos testiculares do gênero Styela. Digitiformes curtos: 
A. Styela truncata Ritter, 1901; B. Styela canopus; C. Styela yakutatensis Ritter, 1901; D. Styela 
montereyensis (Dall, 1872); Digitiformes longos: E. Styela clavata. Adaptado de Van Name 
(1945). 
 
Os testículos do tipo globoso lembram os testículos de Styela sigma Hartmeyer, 1912 (Fig. 
10B) e os de Styela multitentaculata Sanamyan & Sanamyan, 2006, como massas discretamente 
lobadas. No entanto, os testículos globosos verificados no complexo Styela canopus são maiores do 
que aqueles verificados em S. sigma (HARTMEYER, 1926) e ocupam posição anatômica diferente 





Figura 10. Comparação entre: A. testículos digitiformes de Styela canopus; B. testículos globosos 
de Styela sigma. Adaptado de Van Name 1945.   Legenda: ov. ovário; te. testículo. 
 
Seguramente, a coloração da túnica é um dos aspectos externos mais variáveis em S. 
canopus. Já foram descritas as seguintes colorações: esbranquiçada (TOKIOKA, 1972), branco 
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amarelada ou amarronzada (ALDER & HANCOCK, 1907), marrom esbranquiçada (KOTT, 1952), 
marrom amarelada (MICHAELSEN, 1898, 1934; BERRIL, 1950; TOKIOKA, 1955, 1960, 1962, 
1967; MILLAR, 1970; TOKIOKA & NISHIKAWA, 1975; GHOBASHY & MESSEIH, 1991), 
marrom rosada (KOTT, 1985), vermelho amarronzada ou cinza com sifões laranja amarelados ou 
amarronzados (TOKIOKA, 1951), branco amarelada (TOKIOKA, 1953a, 1954b), marrom 
avermelhado (TOKIOKA, 1954a) e amarelo acinzentado (TOKIOKA, 1954b). A coloração da 
túnica em ascídias se dá através de células pigmentares e a distribuição dessas células resulta na 
formação de vários padrões de coloração (HIROSE, 2009). Embora variações relacionadas tanto à 
geografia quanto ao clima sejam observadas na morfologia da túnica das ascídias, seu aspecto geral 
tem um caráter quase uniforme em espécies relacionadas de Stolidobranchia (DI BELLA et al., 
1998), ordem a qual pertence os Styelidae. Da mesma forma, a estrutura celular das células 
pigmentares da túnica é bem diferente de espécie para espécie (HIROSE, 2009). Por conseguinte, 
em algumas situações, espécies muito similares podem ser separadas por diferenças sutis no padrão 
de cores (KNOWLTON, 2000), como foi observado nos estudos envolvendo Botryllus niger 
(Herdman, 1886) (ARON & SOLÉ-CAVA, 1991), Herdmania momus (Savigny, 1816) (DEGNAN 
& LAVIN, 1995), Pyura praeputialis (Heller, 1878) (DALBY, 1997) e Didemnum granulatum 
Tokioka, 1954 (BOUZON et al., 2014). Embora o uso da coloração na taxonomia seja questionável, 
principalmente em função de sua subjetividade, tem sido um importante caráter taxonômico em 
alguns gêneros de ascídias (TARJUELO et al., 2004; LÓPEZ-LEGENTIL et al., 2005). Além disso, 
a coloração em dada espécie de ascídia pode ser relativamente constante, ou consistir em dois ou 
mais morfotipos. Os morfotipos podem estar sob controle genético e seriam úteis na identificação 
de espécies crípticas (WICKSTEN, 1989). A variação de cores é a diferença mais frequentemente 
relatada em Cystodytes dellechiajei (Della Valle, 1877). A análise de sequências de COI revelou 
diferenças genéticas significativas entre dois morfotipos de cores diferentes em C. dellechiajei 
(LÓPEZ-LEGENTIL & TURON, 2006). Dessa forma, quando associada a outros caracteres, a 
coloração pode ser um relevante fator na identificação de espécies, em especial no complexo Styela 
canopus. 
Projeções na túnica já foram descritas como tubérculos grosseiros (ALDER & HANCOCK, 
1907), mamilas (BERRIL, 1950), verrugas (MICHAELSEN, 1934) e protrusões mamilares em 
adultos (DI BELLA et al., 1998) e também em indivíduos jovens (DI BELLA & DE LEO, 2014). A 
presença de projeções na túnica de jovens e adultos de S. canopus sugere que esse caráter não tenha 
relação com a idade do animal, logo, possa ter valor taxonômico. Contudo, seria necessária a 
padronização da nomenclatura para se evitar descrições dúbias. 
Endocarpos sobre a primeira alça intestinal (dois a quatro) haviam sido mencionados apenas 
por Tokioka (1954a) em população nas Ilhas Tokara, Japão. Styela canopus sensu stricto não 
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apresenta endocarpos sobre as alças intestinais e, por esse motivo, acreditamos que os exemplares 
descritos por Tokioka podem pertencer a uma espécie diferente. A distribuição de endocarpos foi 
utilizada por Kott (1964) para diferenciar as espécies Polyandrocarpa australiensis Kott, 1952 e P. 
triggiensis Kott, 1952. Nós verificamos endocarpos sobre a alça intestinal em apenas três 
exemplares coletados no Espírito Santo. Dessa forma, acreditamos que presença ou ausência de 
endocarpos sobre o tubo digestório possa ser utilizada para diferenciar espécies do complexo Styela 
canopus. Tokioka (1951) também havia relatado a ausência de tentáculos atriais em população na 
Baía de Osaka (Japão), o que sugere uma possível espécie críptica, já que os mesmos foram 
observados em todos os indivíduos aqui estudados.  
Espinhos sifonais são utilizados para a diferenciação de espécies dos gêneros Microcosmus e 
Pyura (Pyuridae), devido à sua constância morfológica intraespecífica e facilidade de observação. 
Por exemplo, os pares de espécies Microcosmus vulgaris Heller, 1877 e Microcosmus sabatieri 
Roule, 1885, Microcosmus claudicans (Savigny, 1916) e Microcosmus savigny Monniot C., 1962 e 
Microcosmus exasperatus Heller, 1878 e Microcosmus squamiger Michaelsen, 1927 apresentam 
elevada similaridade externa e interna e só podem ser diferenciados por meio dessas estruturas 
(TURON, 1987b; GEWING et al., 2016). Apesar de ter se revelado uma característica 
relativamente complexa e que exige paciente observação, as escamas sifonais do complexo Styela 
canopus apresentam suficiente diferenciação na morfologia da borda anterior (borda livre) para 
serem consideradas um bom caráter taxonômico específico. Além do mais, indivíduos simpátricos 
apresentaram morfologia diferente (Supl. 4), sugerindo que não seja um caráter influenciado pelo 
ambiente. Todavia, uma análise mais detalhada envolvendo, por exemplo, medições, deve refinar 
esse caráter. 
A análise filogenética recuperou poucos clados monofiléticos bem suportados. Diferentes 
hipóteses competem como possíveis explicações dos resultados observados: 
a)  O número de caracteres utilizados pode não ter tido resolução suficiente para discriminar as 
populações/espécies. Embora seja difícil precisar o número de caracteres necessários para a 
reconstrução acurada de uma filogenia (SCOTLAND et al., 2003), foram utilizados os 
principais caracteres morfológicos disponíveis para o gênero Styela, além de caracteres 
morfométricos, não usualmente utilizados na sistemática de ascídias; 
b) Outra possibilidade seria a de que pode ter havido inconsistência entre os caracteres 
utilizados (POE & WIENS, 2000). No entanto, o teste de Templeton indicou que os 
caracteres contínuos eram combináveis com os caracteres discretos. Além do mais, 
tivemos o cuidado de não categorizar arbitrariamente os dados contínuos, apenas aqueles 
com distribuição discreta;  
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c)  Por sua vez, da mesma forma que a variabilidade morfológica das ascídias tem frustrado o 
estabelecimento das relações claras entre algumas famílias e gêneros (PÉREZ-PORTELA 
et al., 2009), o uso de dados morfológicos descritivos e morfométricos simplesmente não 
teria sido capaz de estabelecer diferenças populacionais/específicas claras para o complexo 
Styela canopus. As diferenças morfológicas seriam tão sutis que morfotipos seriam 
indistinguíveis por métodos sistemáticos morfológicos e, portanto, requereriam o uso de 
técnicas moleculares para sua identificação (COOK et al., 2010), pois espécies 
morfologicamente similares podem ser distintas geneticamente se apresentarem diferenças 
claras na história de vida (KNOLTON, 2000); 
d) Por fim, a introdução de organismos não nativos pode provocar mudanças na composição 
das populações (ANIL et al., 2002), realocando em uma mesma área espécies relacionadas 
que outrora estavam separadas por mecanismos naturais. Dessa forma, a alteração da 
estrutura genética por introgressão (HUXEL, 1999) pode levar ao surgimento de fenótipos 
desviantes (SOUISSI et al., 2017) que confundem os estudos taxonômicos. 
Por outro lado, o resultado verificado é condizente com a hipótese de especiação incipiente. 
A descrição da espécie é quase sempre feita no tempo presente, às vezes sem considerar que 
espécies são entidades temporais, linhagens históricas com um começo (especiação) e um fim 
(extinção) (ZACHOS, 2015). Dessa forma, quando o taxonomista descreve uma espécie ele acaba, 
por razões práticas, desconsiderando em que ponto do processo histórico encontra-se aquela 
entidade biológica. A especiação eventualmente ocorre de forma abrupta. É, geralmente, um 
processo adaptativo que envolve o estabelecimento de barreiras ao fluxo gênico entre populações 
intimamente relacionadas pelo desenvolvimento de mecanismos de isolamento reprodutivo (BUSH, 
1975). Há evidências abundantes de que o padrão de disjunção reprodutiva entre os táxons não 
necessariamente se correlaciona com a história de sua diferenciação (CRACRAFT, 1983). Dessa 
forma, é possível que espécies já estabelecidas, sensu Conceito Biológico de Espécie, não 
apresentem evidências morfológicas suficientes para que o taxonomista possa diferenciá-las. Para 
complicar ainda mais, no momento da descrição as linhagens-filhas podem estar ainda se 
distanciando (gray zone) e não se tornaram feneticamente distinguíveis e diagnosticáveis (DE 
QUEIROZ, 2007).  
Por tais motivos, nem sempre as filogenias morfológicas concordam com as moleculares, 
como demonstram os estudos com Diplosoma listerianum (Milne-Edwards, 1841) (PÉREZ-
PORTELA et al., 2013) e Clavelina lepadiformis (Müller, 1776) (TARJUELO et al.,  2001). Ainda 
assim, a análise filogenética baseada na morfologia de indivíduos do complexo Styela canopus foi 
capaz de recuperar, com certa confiabilidade, unidades taxonômicas distinguíveis no Japão, no 
Espírito Santo e no Panamá. A taxonomia e a sistemática de ascídias é um trabalho complexo, 
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principalmente porque caracteres apomórficos são pouco frequentes, comparados a uma profusão de 
caracteres homoplásticos. Dessa forma, a identificação de espécies depende, frequentemente, da 




A análise detalhada da anatomia externa e interna de 19 populações de Styela canopus não 
foi capaz de discriminar as populações devido à elevada variabilidade morfológica observada. 
Entretanto, alguns caracteres demonstraram ter potencial taxonômico. O uso da coloração da túnica, 
da morfologia das escamas sifonais, do tamanho e morfologia dos folículos testiculares, do número 
elevado de ovários, bem como do padrão de distribuição dos endocarpos permitem afirmar que 
espécimes do Panamá e do Espírito Santo e, possivelmente do Japão, devem pertencer a espécies 
diferentes daquela reconhecida como Styela canopus.  
Não é coincidência que, ao menos para Panamá e Espírito Santo, os indivíduos que fugiram 
ao padrão do número de ovários também apresentaram outros caracteres em comum. Os três 
indivíduos do Espírito Santo com número de ovários maior do que quatro, são os únicos a 
apresentarem a túnica esverdeada na região dorsal e endocarpos sobre as alças intestinais. Da 
mesma forma, os espécimes oriundos do Panamá apresentaram um padrão avermelhado 
característico na região dorsal da túnica, onde também são verificadas pequenas e delicadas 
projeções nas bordas dos sifões. Além disso, as escamas sifonais desses mesmos espécimes 






Duas novas espécies de Styela (Tunicata, Ascidiacea) registradas no Oceano Atlântico. 
 
RESUMO 
Duas novas espécies do gênero Styela são descritas. A morfoespécie A é descrita a partir de 
espécimes coletados em Bocas del Toro, costa atlântica do Panamá, e a morfoespécie B foi coletada 
no Espírito Santo, Brasil. Essas novas espécies são caracterizadas pela túnica espessa e pigmentada, 
pela presença de mais de duas gônadas de cada lado e por espinhos sifonais pequenos e triangulares, 
cuja borda livre apresenta projeções ausentes ou pouco desenvolvidas. A morfoespécie A é 
relativamente comum em ambientes naturais e antrópicos do Arquipélago de Bocas del Toro, 
enquanto a morfoespécie B foi encontrada exclusivamente no Iate Clube de Vitória.   
 




 A família Styelidae Sluiter, 1885, está entre as famílias mais diversificadas da Ordem 
Stolidobranchia Lahille, 1886. Compreende 38 gêneros e mais de 500 espécies, entre formas 
coloniais e solitárias (SHENKAR & SWALLA, 2011). Seus membros são caracterizados pela 
presença de quatro lobos nos sifões, tentáculos simples e filiformes, lâmina dorsal contínua, fendas 
retas e longitudinais e, habitualmente, quatro pregas longitudinais em cada lado da faringe (VAN 
NAME, 1945). O gênero Styela Fleming, 1822, é caracterizado pela morfologia das gônadas, nas 
quais os folículos testiculares não estão recobertos por uma membrana e se projetam lateralmente 
aos ovários (KOTT, 1985). Existem 71 espécies válidas para o gênero Styela (SHENKAR et al., 
2018). Todavia, apenas cinco espécies apresentam um número maior do que duas gônadas de cada 






(Figuras 1 e 2) 
 
 Material tipo. Holótipo: PA01, substrato artificial, Ilha Solarte, Bocas del Toro, Panamá 
(9o18’0” N, 82o11’0” O), 04 de agosto de 2003. Parátipos: PA02 e PA03, substrato artificial, Ilha 
Colon, Bocas del Toro, Panamá (9o2315”N, 82o15’30” O), 09 de agosto de 2003; PA04 e PA05 , 
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substrato artificial, Ilha San Cristóbal, Bocas del Toro, Panamá (9o21’0” N, 82o14’0” O), 12 de 
agosto de 2003. 
 
 
Figura 1. Morfoespécie A in situ. Foto: Rosana M. da Rocha. 
 
 Aparência externa. Comprimento variando entre 22 e 38 mm. Formato ovalado, mais longo 
do que largo. Túnica coriácea de aspecto rugoso, com discretas projeções que se concentram na 
borda dos sifões (Fig. 2B). Coloração variando do marrom alaranjado até o marrom-avermelhado, 
sendo que a tonalidade se intensifica na região dorsal, próximo aos sifões. Poucos epibiontes, sendo 
algas filamentosas e poliquetas os grupos registrados (Fig. 1 e 2A).  
 
Morfologia interna. Comprimento sem a túnica variando entre 14 e 34 mm, largura entre 9 
e 16 mm. A parede do corpo é fina e translúcida, permitindo a visualização das gônadas e, algumas 
vezes, do tubo digestório. Os feixes musculares longitudinais são conspícuos na maioria dos casos. 
Os sifões estão próximos um do outro, sendo o oral apical e o atrial lateral e de comprimentos 
equivalentes, podendo ter mais de 7 mm nos espécimes maiores. Em cada sifão são observados 
quatro lobos triangulares e oito faixas esbranquiçadas. Entre 31 e 54 tentáculos simples e filiformes 
são observados na base do sifão oral, distribuídos em três ordens de tamanho (Fig. 2E). Pequenos e 
numerosos tentáculos filiformes estão presentes na base do sifão atrial, formando um anel de onde 
partem duas regiões também recobertas por tentáculos em direção ao tubérculo dorsal, aonde quase 
chegam (Fig. 2I). Pequenas escamas de natureza não calcária e formato triangular compõem o 
revestimento interno de ambos os sifões. A borda livre das escamas apresenta proeminências pouco 
desenvolvidas ou ausentes (Fig. 2K-L). O anel ciliado é formado por uma lâmina simples, com a 
área peritubercular em forma de ‘V’. O tubérculo dorsal é globular, de diâmetro variando entre 0,25 




Figura. 2. Morfoespécie A. A. Visão geral da túnica; B. Detalhe do sifão oral evidenciando as 
projeções na borda (seta); C. Exemplar com quatro gônadas do lado direito (setas); D. Bifurcação 
no ovário (seta); E. Visão geral dos tentáculos orais; F. Detalhe do tubérculo dorsal e da região 
peritubercular; G. Detalhe da rafe do estômago (seta); H. Detalhe da borda anal; I. Detalhe das 
projeções anteriores com tentáculos atriais (setas); J. Detalhe dos folículos testiculares digitiformes; 
K-L. Escamas sifonais. 
 
Legenda: g1-4. gônadas; ov. ovário; to. tentáculos orais; td. tubérculo dorsal; ec. endocarpo; te. testículo. 
 
A lâmina dorsal é simples, não subdividida e contínua até a região periesofágica, onde se 
desloca para o lado esquerdo da abertura do esôfago, tendo a porção inferior mais larga. A faringe 
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apresenta quatro pregas bem desenvolvidas em ambos os lados, com vasos longitudinais variando 
entre 58 e 111 no lado direito e 58 a 103 no lado esquerdo. Existem de 7 a 15 fendas longitudinais 
por malha. Vasos parastigmáticos estão presentes. A fórmula dos vasos longitudinais do holótipo e 
dos quatro parátipos segue abaixo: 
 
E 5 (16) 6 (20) 5 (21) 5 (24) 9 LD 3 (23) 5 (20) 5 (21) 5 (16) 5 (Holótipo) 
E 2 (9) 3 (14) 4 (12) 4 (13) 5 LD 1 (15) 3 (10) 4 (11) 4 (9) 2 
E 6 (15) 8 (20) 9 (20) 8 (18) 8 LD 6 (17) 8 (16) 7 (17) 8 (14) 6 
E 5 (14) 7 (19) 7 (18) 7 (14) 4 LD 5 (15) 8 (17) 8 (18) 6 (14) 7 
E 5 (13) 5 (17) 5 (15) 5 (16) 4 LD 4 (18) 6 (16) 5 (17) 4 (14) 3 
 
O esôfago é relativamente longo, discretamente curvado. Estômago alongado, entre 4,3 e 7,4 
mm de comprimento, de coloração amarelo-alaranjado, com 19 a 28 pregas longitudinais internas. 
Na região mediana do estômago verifica-se uma região plana com estrias transversais (Fig. 2G). 
Observa-se um vaso sanguíneo entre a porção posterior do estômago e a primeira alça, mas não 
existe um ceco gástrico. O intestino é isodiamétrico e apresenta alças primária e secundária, sendo a 
alça secundária mais ampla que a primária. O ânus abre-se perto da base sifão atrial, com margem 
geralmente multilobada (Fig. 2H). O tubo digestório liga-se à parede do corpo através de vasos 
sanguíneos e desprende-se facilmente. Endocarpos de tamanhos e quantidades variáveis projetam-se 
da parede do corpo, nunca sobre as gônadas ou tubo digestório (Fig. 2F). Gônadas hermafroditas 
são observadas em ambos os lados, de duas a cinco do lado direito (Fig. 2C) e de duas a três do lado 
esquerdo. Ovário alongado, amarelo claro, de formato retilíneo a sinuoso e secção transversal 
cilíndrica, normalmente preenchido por vários ovócitos. O comprimento do ovário varia de 4,0 a 
20,9 mm no lado direito e de 2,8 a 10,5 mm no lado esquerdo. Bifurcações nos tubos ovarianos 
podem estar presentes na porção distal de alguns ovários (Fig. 2D). Um dos ovários do lado 
esquerdo, geralmente mais curto, encontra-se parcialmente dentro da segunda alça intestinal. O 
diâmetro dos ovócitos varia entre 0,141 a 0,242 mm. Os folículos testiculares são esbranquiçados, 
distribuídos ao redor dos ovários, de formato digitiforme, às vezes globosos, com número de lobos 
variando de um a cinco por folículo (Figura 2J). Espermiduto comum reúne os ductos de muitos 
folículos testiculares e corre ao longo da superfície atrial de cada ovário para abrir-se perto do 








(Figuras 3 e 4) 
 
 Material tipo. Holótipo: ES07, substrato artificial, Iate Clube de Vitória, Espírito Santo, 
Brasil (20º17’56” S 40º17’23” O), 31 de março de 2017. Parátipos: ES08 e ES09, idem ao holótipo. 
 
 
Figura 3. Morfoespécie B in vivo no laboratório. Foto: Rosana M. da Rocha. 
 
 Aparência externa. Comprimento variando entre 32 e 40 mm. Formato ovalado, mais longo 
do que largo. Túnica coriácea de aspecto rugoso e coloração marrom esverdeada, principalmente na 
região dorsal, próximo aos sifões (Fig. 3B). Alguns epibiontes observados, sendo ascídias coloniais, 
poliquetas tubícolas, antozoários e briozoários os grupos registrados (Fig. 3A).  
 
Morfologia interna. Comprimento sem a túnica variando entre 28 e 29 mm, largura entre 
15 e 18 mm. A parede do corpo é espessa e opaca, não permitindo a visualização das gônadas e do 
tubo digestório. Os feixes musculares longitudinais são conspícuos nos três exemplares. Os sifões 
estão próximos um do outro, sendo o oral apical e o atrial lateral, de comprimentos equivalentes, 
podendo chegar a quase 5 mm. Em cada sifão são observados quatro lobos triangulares e oito faixas 
esbranquiçadas. Entre 32 e 62 tentáculos simples e filiformes são observados na base do sifão oral, 
distribuídos em três ordens de tamanho (Fig. 3E). Pequenos e numerosos tentáculos filiformes estão 
presentes na base do sifão atrial, formando um anel de onde partem duas regiões alongadas 
recobertas por tentáculos em direção ao tubérculo dorsal. Pequenas escamas de natureza não 
calcária e formato triangular compõem o revestimento interno de ambos os sifões. A borda livre das 
escamas apresenta proeminências pouco desenvolvidas ou ausentes e aspecto serrilhado (Fig. 3I). O 
anel ciliado é formado por uma lâmina simples, com a área peritubercular em forma de ‘V’. O 
tubérculo dorsal é globular, de diâmetro variando entre 0,77 e 1,3 mm e com a abertura de formato 
variável (Fig. 3F), normalmente em forma de ‘U’. A lâmina dorsal é simples, não subdividida e 
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contínua até a região periesofágica, onde se desloca para o lado esquerdo da abertura do esôfago, 
tendo a porção inferior mais larga. A faringe apresenta quatro pregas bem desenvolvidas em ambos 
os lados, com vasos longitudinais variando de 94 a 103 no lado direito e de 94 a 101 no lado 
esquerdo. Existem de 7 a 12 fendas longitudinais por malha. Vasos parastigmáticos estão presentes. 
A fórmula dos vasos longitudinais do holótipo e dos dois parátipos segue abaixo: 
 
E 6 (14) 9 (17) 8 (19) 7 (17) 6 LD 4 (18) 7 (17) 7 (19) 8 (15) 6 (Holótipo) 
E 6 (12) 7 (15) 8 (14) 8 (17) 7 LD 5 (15) 9 (14) 9 (15) 8 (13) 6 
E 6 (14) 8 (19) 6 (16) 7 (16) 8 LD 4 (15) 8 (15) 8 (18) 7 (15) 5 
 
O esôfago é relativamente curto, discretamente curvado. Estômago alongado, entre 11,9 e 
14,3 mm de comprimento, de coloração creme, com 22 a 23 pregas longitudinais internas. Na 
região mediana do estômago verifica-se uma região plana com estrias transversais. Observa-se um 
vaso sanguíneo entre a porção posterior do estômago e a primeira alça, mas não existe um ceco 
gástrico. O intestino é isodiamétrico e apresenta alças primária e secundária, sendo a alça 
secundária mais ampla que a primária. O ânus abre-se perto da base sifão atrial, com margem 
geralmente multilobada (Fig. 3H). O tubo digestório liga-se à parede do corpo através de vasos 
sanguíneos e desprende-se facilmente. Endocarpos de tamanhos e quantidades variáveis projetam-se 
da parede do corpo e também da segunda alça intestinal (Fig. 3G).  
Gônadas hermafroditas são observadas em ambos os lados, de cinco a oito do lado direito 
(Fig. 3C) e de quatro a cinco do lado esquerdo. Ovário alongado, creme, de formato retilíneo a 
sinuoso e secção transversal cilíndrica, normalmente preenchido por vários ovócitos. O 
comprimento do ovário varia de 9,5 a 17,6 mm no lado direito e de 7,6 a 14,3 mm no lado esquerdo. 
Bifurcações nos tubos ovarianos podem estar presentes na porção mediana de alguns ovários. De 
um a três ovários do lado esquerdo, geralmente mais curtos, encontram-se totalmente dentro da 
segunda alça intestinal. O diâmetro dos ovócitos varia entre 0,218 a 0,228 mm. Os folículos 
testiculares são numerosos, esbranquiçados e distribuídos ao redor dos ovários. Apresentam formato 
digitiforme e são mais longos do que o usual, com número de lobos variando de um a quatro por 
folículo (Fig. 3D). Espermiduto comum reúne os ductos de muitos folículos testiculares e corre ao 






Figura 3. Morfoespécie B. A. Visão geral da túnica; B. Detalhe do sifão atrial evidenciando 
pigmentação esverdeada (seta); C. Exemplar com sete gônadas do lado direito (setas); D. Folículos 
testiculares; E. Visão geral dos tentáculos orais; F. Detalhe do tubérculo dorsal e da região 
peritubercular; G. Endocarpos sobre a segunda alça intestinal (seta); H. Detalhe da borda anal; I. 
Escamas sifonais. 
 




  As morfoespécies descritas são similares a Styela canopus (Savigny, 1816) com relação ao 
padrão morfológico geral, que inclui: formato ovalado, sifão oral apical e sifão atrial lateral, quatro 
lobos em ambos os sifões com faixas pigmentares brancas entre e sobre os lobos, ânus 
frequentemente multilobado e abertura do tubérculo dorsal em forma de ‘U’. No entanto, a 
morfoespécie A apresentou, na maioria dos espécimes analisados, mais do que duas gônadas do 
lado direito e a morfoespécie B apresentou um número maior do que quatro de gônadas em ambos 
os lados em todos os espécimes. O padrão de gônadas aceito para S. canopus é de uma a duas 
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gônadas de cada lado (Cap. II) e a descrição original não prevê a possibilidade de mais de quatro 
gônadas (SAVIGNY, 1816).  
A grande maioria das espécies de Styela apresenta apenas uma ou duas gônadas de cada lado 
do corpo. São exceções conhecidas, Styela adriatica Monniot F. & Monniot C., 1975; Styela 
maeandria Sluiter, 1904; Styela plicata (Lesueur, 1823), Styela thalassae Monniot C., 1969 e Styela 
clava Herdman, 1881 (Tab. 1). Em S. adriatica foram observadas quatro gônadas do lado direito e 
três do lado esquerdo (MONNIOT & MONNIOT, 1975), variação semelhante à verificada na 
morfoespécie A. Por outro lado, S. adriatica é uma espécie de águas profundas que apresenta 
tentáculos atriais ramificados, pequeno número de vasos longitudinais na faringe, ovários às vezes 
bifurcados na porção proximal e testículos agregados em massas globosas muito próximas das 
paredes dos ovários (MONNIOT & MONNIOT, 1975), o que a difere de ambas as espécies aqui 
descritas.  
Embora similar na variação do número de gônadas em ambos os lados e pela bifurcação 
posterior de alguns ovários (ABBOTT & JOHNSON, 1972), a morfoespécie B difere de Styela 
clava em função da localização dos sifões que, em S. clava ficam juntos na região apical, pelo 
formato alongado do corpo e pela presença de um conspícuo pedúnculo (HERDMAN, 1881). Styela 
maeandria difere da morfoespécie A pelo maior número de gônadas (VAN NAME, 1918) e difere 
de ambas as espécies aqui descritas pela ausência de endocarpos (SLUITER, 1904) e pelo número 
reduzido de fendas por malha. Styela plicata é sensivelmente diferente da morfoespécie A, tanto 
pelo tamanho do corpo quanto pelo número de gônadas. Tokioka (1953b) relatou entre três e nove 
gônadas do lado direito e de uma a três do lado esquerdo em espécimes de S. plicata coletados no 
Japão. Tucker (1942) registrou de 2 a 11 gônadas do lado direito em indivíduos amostrados na 
Carolina do Norte (EUA). Styela plicata também difere da morfoespécie B devido à morfologia dos 
folículos testiculares que na morfoespécie B são mais longos e numerosos.  
 
Tabela 1. Comparação entre as espécies de Styela com mais de quatro gônadas. 
Espécies CC TO Gd Ge FM PLE VLe PS BA 
Morfoespécie A 22-38 31-54 2-5 2-3 7-15 19-28 34-125 S M 
Morfoespécie B 32-40 32-62 5-8 4-5 7-12 22-23 94-101 S M 
Styela adriatica 3 17 4 3 - 12 15-23 S B 
Styela clava1 17-50 30 4-9 2-5 6 25-30 84 J ? 
Styela maeandria 31-42 80 6 4 2-7 - 134 S M 
Styela plicata 18-95 30-83 2-11 1-4 6-10 19-36 70-125 S M 
Styela thalassae 25 22 2-7 2-5 1-5 20 144 J M 
 
Legenda: CC. Comprimento do corpo sem a túnica (mm); TO. Número de tentáculos orais; Gd/Ge. Número de 
gônadas dos lados direito e esquerdo; FM. Número de fendas por malha. PLE. Número de pregas longitudinais no 
estômago; VLe. Número de vasos longitudinais do lado esquerdo; PS. Posição dos sifões; BA. Formato da borda 




Styela thalassae, também uma espécie de águas profundas (350 m), distingue-se das novas 
espécies em função da morfologia dos folículos testiculares que estão dispostos em duas massas 
distintas e que não parecem estar particularmente relacionados a nenhum ovário (MONNIOT, 
1969b), nada similares aos folículos digitiformes observados. Além disso, a bifurcação do ovário, 
quando presente, ocorre na região proximal do mesmo. 
Até o presente momento apenas Styela squamosa Herdman, 1881 e Styela canopus haviam 
sido registradas em águas panamenhas (VAN NAME, 1945; CARMAN et al., 2011). A primeira é 
uma espécie de águas profundas, enquanto S. canopus foi encontrada em marinas. Ambas as 
espécies registradas no lado pacífico do Panamá. Os registros prévios de S. canopus e S. plicata 
para a região de Bocas del Toro (ROCHA et al., 2005a) estão incorretos e tratam-se da 
morfoespécie A descrita neste trabalho, bem como o registro de S. canopus para a Ilha Margarita, 
Venezuela (ROCHA et al., 2010). Os demais registros de S. canopus no Caribe (listados em 
ROCHA et al., 2005a) deverão ser revisados para uma compreensão mais adequada da real 
extensão geográfica dessa espécie e da morfoespécie A. 
 Styela plicata era a única espécie conhecida para o litoral do Espírito Santo (WIRTZ et al., 
2009; GAMBA, 2013) até o momento, tendo sido encontrada em ambientes antropizados e 
substrato artificial, pois se trata de uma espécie introduzida no Brasil. Apesar do extenso 
levantamento realizado em substratos naturais na região (LOTUFO, 2002; GAMBA, 2013) e em 
mergulhos mais recentes, a morfoespécie B foi encontrada unicamente como um agregado aderido a 
uma corda no Iate Clube de Vitória o que sugere que também se trata de uma nova introdução na 
costa brasileira. 





O presente trabalho destaca a importância de uma abordagem combinada para o estudo da 
diversidade de ascídias nos mares e oceanos do planeta. A análise conjunta de dados moleculares, 
morfológicos e de distribuição geográfica apontou para a existência de especiação incipiente, 
permitindo a conclusão de que Styela canopus é um complexo de espécies crípticas. Resta ainda 
muito por conhecer sobre as espécies que compõem o gênero Styela. Este estudo demonstra isto. 
Os dados moleculares revelaram a assinatura evolutiva de linhagens geneticamente 
independentes no complexo Styela canopus. Com o auxílio de metodologias de delineamento de 
espécies, apresentamos evidências indicativas de que eventos passados levaram ao isolamento 
reprodutivo de algumas populações do complexo Styela canopus. No entanto, fatores 
contemporâneos como o transporte marítimo também estão influenciando o processo evolutivo, 
alterando a distribuição dos organismos e, possivelmente, interferindo na dinâmica populacional. Os 
dados moleculares deste estudo podem pautar estudos futuros sobre a investigação de novas 
espécies no complexo Styela canopus.  
Os dados morfométricos não se mostraram muito eficazes para o estabelecimento de 
espécies dentro do complexo Styela canopus devido ao elevado grau de homoplasias. Por outro 
lado, foi possível estabelecer alguns caracteres qualitativos com potencial diagnóstico e, com esses, 
identificar e descrever duas novas espécies para o gênero Styela.  
A identificação correta das espécies é essencial para qualquer estudo biologicamente 
significativo. Sem o reconhecimento adequado da espécie, outros aspectos referentes à sua biologia 
perdem relevância. A descoberta de um elevado número de espécies crípticas aponta para um 
cenário onde o processo de especiação é mais comum do que se imaginava e reforça a importância 
das taxonomias morfológica e molecular, tanto para a melhor compreensão da evolução da vida, 
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Suplemento 1. Registros históricos da distribuição de Styela canopus desde 1816. 
Oceano/Mar País Registro(s) Referência(s) 
 Escócia Desconhecido 56º42’N 4º4’O Thompson (1932) 
Atlântico 
Norte - Leste 
e Tropical 
Holanda Mar do Norte 56º30’N 3º30’L Sluiter (1904) 
Alemanha Ilha Helgoland, Mar do Norte 54º10’N 7º53’L Harms (1993) 
Inglaterra Ilha de Man 54º15’N 4º 27’O Moore (1937) 
Inglaterra Canal da Mancha, Channel Islands 50º11’N 0º31’L 
Alder & Hancock (1907), 
Hartmeyer (1926), Van Name 
(1945), Monniot et al. (1992) 
Inglaterra Costa sul 50º36’N 1º51’O Millar (1970) 
Inglaterra Estuário de Salcombe 50º14’N 3º46’O Berril (1950) 
Inglaterra Canal da Mancha, Channel Islands 50º11’N 0º31’O 
Alder & Hancock (1907), 
Hartmeyer (1926), Van Name 
(1945), Monniot et al. (1992) 
França Roscoff 48º43’N 3º59’O Lévi (1955) 
Espanha Baía de Algeciras (1992-1993) 36º08’N 5º24’O Naranjo et al. (1996) 
Portugal 
Ilha da Madeira, Quinta do Lorde 
(2006) 
32º44’N 16º42’O 
Canning-Clode et al. (2013) 
Mauritânia 




Senegal Porto de Dakar (1947-1950) 14º40’N 17º25’O 
Pérès (1951), Monniot (1969a), 
Monniot & Monniot (1994) 
Serra Leoa Desconhecido 8°31’N 13°15’O Monniot & Monniot (1994) 
Gana Takoradi 4°54’N 1°44”O Millar (1953) 
Atlântico 
Norte - Oeste 
Canadá Nova Scotia, New Brunsiwck 44º40’N 63º44’O Ma et al. (2017) 
Canadá Costa leste (1908-1910) 43º32’N 68º36’O Huntsman (1911) 
EUA 
Massachusetts, Baía de 
Massachusetts 
42º22’N 70°44’O 
Van Name (1945), Plough (1978) 
EUA Massachusetts, Woods Hole (1923) 41º31’N 70º40’O Allee (1923) 
EUA Nova Jersey 40º03’N 74º24’O Plough (1978) 
EUA Maryland, Baltimore 39º17’N 76º36’O Plough (1978) 
EUA Carolina do Norte, Beaufort 34º43’N 76º39’O Plough (1978) 
EUA Carolina do Sul 33º18’N 79º23’O Van Name (1921) 
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Suplemento 1. Registros históricos da distribuição de Styela canopus desde 1816 (continuação). 
Oceano/Mar País Registro(s) Referência(s) 
Atlântico 
Norte - Oeste 
EUA Geórgia, Ilha de Sapelo 31º23’N 81º16’O Plough (1978) 
EUA Texas, Baía de Galveston (2002) 29º18’N 94º47’O Simkanin et al. (2016) 
EUA Texas, Corpus Christi (2002) 27º48’N 97º23’O Simkanin et al. (2016) 
EUA Texas, Ilha South Padre (2004) 26º6’N 97º10’O Lambert et al. (2005) 
EUA 
Florida, Key Biscayne, Baía de 
Apalache 
25°41’N 80°9’O 
Van Name (1921), Goodbody 




Panamá Baía do Panamá 8º48’N 79º9’O Van Name (1945), Tokioka (1963) 
Panamá Canal do Panamá (2002-2009) 9°6’N 79°40’O Carman et al. (2011) 
Panamá Bocas del Toro (2003) 9°10’N 82°30’O Rocha et al. (2005a) 
Trinidad e 
Tobago 
Marinas Peakes e Power Boats 
(2008) 
10°25’N 61°20’O 
Jute et al. (2013) 
Venezuela Golfo de Cariaco 10°30’N 63°59’O Caraballo-Péres & Díaz (2011) 
Venezuela Margarita, Puente de la Restinga  10°59’N 63°56’O 
Rocha et al. (2010), Guerra-Castro 
(2011) 
Curaçao Spaanse Water 12°4’N 68°51’O Goodbody (1984a) 
Curaçao Baía de Piscadera (1963-1964) 12°7’N 68°59’O Van der Sloot (1969) 
Granada Ilha Hog 12°7’N 61°40’O Goodbody (1984a) 
Bonaire Pekelmeer, Lac de Bonaire 12°11’N 68°15’O 
Goodbody (1984a), Goodbody 
(1984b) 
Aruba Spaan Lagoe, Bucuti Reef 12°30’N 70°0’O Goodbody (1984a) 
França Martinica 14°40’N 61°0’O Monniot (1983), Goodbody (1984a) 
França Guadalupe 16°15’N 61°35’O Monniot (1983), Goodbody (1984a) 
Belize Pelican Cays 17°4’N 88°42’O Goodbody (2000) 
Jamaica Royal Port 17°56’N 76°50’O 
Goodbody (1984a), Goodbody 
(2003) 
Porto Rico Porto de Guanica 17º59’N 66º54’O Van Name (1921) 
São Tomás Baía de Benner 18º19’N 64º51’O Goodbody (1984a) 
Cuba Havana (1945, 1986) 23°7’N 82°23’O 
Van Name (1921), Zanuy (1990), 
O'Brien (2017) 
Bermudas Ilhas Bermudas 32°18’N 64°47’O 
Van Name (1902), Berril (1932), 
Monniot (1972) 
Atlântico 
Sul - Leste 
Angola Baía de Luanda (2014) 8º37’S 13º13’L Novo registro 
Namíbia Benguela 22º06’S 14º16’L Turon (1988b) 
96 
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Oceano/Mar País Registro(s) Referência(s) 
Atlântico 
Sul - Leste 
África do Sul Cidade do Cabo (1929-1930)  33°55’S 18°25’L Millar (1964) 
África do Sul False Bay 34°13’S 18°38’L Monniot et al. (2001) 
Atlântico 
Sul - Oeste 
Brasil Ceará, Pecém (2001) 3º33’S 38º49’O Lotufo (2002) 
Inglaterra Ilha Ascension  7°56’S 14°22’O Millar (1960) 
Brasil 





Bahia, Baía de Todos os Santos 
(1999) 
12º58’S 38º30’O 
Millar (1977), Lotufo (2002), Rocha 
et al. (2012) 
Brasil Espírito Santo, Vitória (2016) 20º19’S 40º17’O Novo registro 
Brasil Rio de Janeiro, Búzios (1998) 22º45’S 41º53’O Lotufo (2002) 
Brasil 




Brasil Rio de Janeiro, Cabo Frio (1998) 22º53’S 42º1’O Lotufo (2002) 
Brasil 




Brasil Rio de Janeiro, Rio de Janeiro (1998) 22º57’S 43º10’O Lotufo (2002) 
Brasil Rio de Janeiro, Arraial do Cabo 22º58’S 42º1’O Granthom-Costa et al. (2016) 
Brasil 
Rio de Janeiro, Ilha Grande (1961-
1962) 
23º9’S 44º13’O 
Monniot (1970), Mayer-Pinto & 
Junqueira (2003), Skinner et al. 
(2016) 
Brasil 
Rio de Janeiro, Angra dos Reis 
(1998, 2005-2006)  
23º15’S 44º43’O 
Lotufo (2002), Marins et al. (2010) 
Brasil 
São Paulo, Arquipélago de 
Alcatrazes (2002) 
23°48’S 45°24’O 
Rocha & Bonnet (2009) 
Brasil São Paulo, São Sebastião 23°48’S 45°24’O Rocha et al. (2011) 
Brasil São Paulo, Santos e Guarujá 23°58’S 46°17’O Rocha et al. (2011) 
Brasil Paraná, Baía de Paranaguá (2005) 25º43’S 48º20’O Rocha & Kremer (2005) 
Brasil Santa Catarina, Penha (1998-2007) 26º47’S 48º37’O 
Rocha et al. (2005b), Rocha et al. 
(2009) 
Brasil 






Egito Lake Timsah  30º34’N 32º17’L 
Ghobashy & Messeih (1991), 
Ghobashy & El Komy (1980) 
Egito Canal de Suez (1902) 30º35’N 32º26’L 
Savigny (1816), Hartmeyer (1926), 
Halim & Messeih (2016) 
97 
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Oceano/Mar País Registro(s) Referência(s) 
Mediterrâneo 
Leste 
Egito Port Said  31º15’N 32º17’L Ghobashy & Messeih (1991) 
Egito Damietta  31º24’N 31º52’L Ghobashy & Messeih (1991) 
Israel Baía de Haifa (1955, 2014-2015) 32º47’N 34º59’L 
Pérès (1958a), Pérès (1958b), 
Gewing & Shenkar (2017) 
Mediterrâneo 
Oeste 
França Mar Mediterrâneo, Marseille 35º0’N 18º0’L 
Harant (1927a), Laborel et al. 
(1961) 
Tunísia Sousse (1954) 35º50’N 10º38’L Pérès (1956) 
Gibraltar Estreito de Gibraltar (1989) 36º08’N 5º21’O 
Harant (1927b), Ramos Esplá et al. 
(1992) 
Tunísia Khereddine (1953) 36°49’N 10°18’L Pérès (1954) 
Itália Porto de Palermo 38°11’N 15°34’L Di Bella et al. (1998) 
Espanha Maiorca (1953-1954) 38º58’N 1º16’L Pérès (1957) 
Grécia Mares gregos 39º4’N 23º18’L Antoniadou et al. (2016) 
Espanha Ilhas Baleares 39º32’N 2º51’L Turon & López-Legentil (2004) 
Espanha Costa Mediterrânea 39º50’N 0º28’O 
Turon (1988a), Ramos Esplá & 
Joandomenec (1990) 
Espanha Ilhas Columbretes 39º52’N 0º40’L Ramos Esplá (1987) 
Espanha Minorca (1958) 39º56’N 4º06’L Pérès (1959) 
Espanha Tossa de Mar, Girona (1984-1986) 41º43’N 2º55’L Turon (1987a) 
Espanha Ilha Medas (1977-1978, 1985) 42º2’N 3º13’L 
Lafargue et al. (1986), Ramos Esplá 
(1984, 1988) 
Espanha Porto de Bou (1985) 42º17’N 3º13’L 
Lafargue et al. (1986), Ramos Esplá 
(1984, 1988) 
França Banyuls sur-mer 42°28’N 3°7’L Monniot (1965) 
França Nice (1964-1965) 43º42’N 7º16’O Leung Tack Kit (1975) 
Mônaco Principado de Mônaco (1890-1910) 43º44’N 7º25’L Harant (1925) 
Mar 
Vermelho 
Egito Porto de Bernice (1895) 23º54’N 35º29’L Michaelsen (1918b) 
Egito Baía de Gimsah 27°38’N 33°32’L Michaelsen (1918b) 
Israel Mar Vermelho (1957) 28º45’N 35º1’L 
Pérès (1958c), Pérès (1962), 
Shenkar (2012), Granot et al. (2017) 
Israel Golfo de Eilat 29º33’N 34º57’L Pérès (1962) 
Índico 
Singapura Estreito de Singapura 1°17’N 103°8’L Novo registro 
Índia Baía de Vizhinjam 8º23’N 76º59’L 
Abdul & Sivakumar (2007), 
Jaffarali et al. (2016) 
Índia Costa de Thoothukudi  8º48’N 78º11’L 




Suplemento 1. Registros históricos da distribuição de Styela canopus desde 1816 (continuação). 
Oceano/Mar País Registro(s) Referência(s) 
Índico 
Índia 
Tuticorin, Golfo de Mannar (2007-
2008) 
9º15’N 76º23’L 
Tamilselvi et al. (2011) 
Djibouti Djibouti (1996) 11°36’N 43°10’L Monniot (2002) 
Moçambique Ilha Ibo (1995) 12º20’S 40º35’L Monniot (2002) 
Iêmen Ilha Socotra (1997) 12º26’N 53º39’L Monniot (2002) 
Iêmen Golfo de Aden (1964) 12º31’N 47º55’L Millar (1988) 
Índia Porto de Mangalore (1992-1993) 12°56’N 74°48’L Venkat et al. (1995) 
Ilhas Mauricio Ilhas Mascarenhas 20°43’S 56°37’L Vasseur, (1967b) 
Madagascar Porto de Toliara (1962-1964) 23º21’S 43º41’L Plante & Vasseur (1966) 
Moçambique Estuário de Morrumbene 23°41’S 35°23’L Millar (1962) 
Moçambique Ilha Inhaca (1956, 1969) 26°0’S 32°54’L 
Millar (1961), 
Monniot & Monniot (1976) 
Moçambique 
Lourenço Marques, Porto de Durban, 
Ilha Salibury (1951)  
29°53’S 31°2’L 
Michaelsen (1918a), Millar (1955) 
 África do Sul Porto de Elizabeth 33°57’S 25°36’L Monniot et al. (2001) 
 África do Sul 
Baía de Still, Cape Province, 
Kommetjie 
34°22’S 21°24’L 
Michaelsen (1934), Monniot et al. 
(2001) 
Pacífico 
Norte - Leste 
EUA Hawai, Pearl Harbor 21º20’N 157º58’O Abbott et al. (1997) 
México 
Estuário de Urías, Mazatlán (1993-
1995) 
23°14’N 106°24’O 
Salgado-Barragán et al. (2004) 
EUA 
Califórnia, San Diego (1994-1997, 
2000) 
32º44’N 117º15’O 
Lambert & Lambert (1998), 
Lambert & Lambert (2003), 
Simkanin et al. (2016) 
EUA Califórnia, Santa Bárbara (2015) 34º25’N 119º41’O Tracy et al. (2017) 
Pacífico 
Norte - Oeste 
Filipinas Ilha Samal (1996) 7º6’N 125º39’L Monniot & Monniot (2001) 
Japão Atol Majuro (1982) 7º6’N 171º11’L Nishikawa (1984b) 
Palau Ilha Ngermeuangel 7º18’N 134º30’L Monniot & Monniot (2001) 
Costa Rica Playas del Coco (1970) 10º33’N 85º41’O Tokioka (1972) 
EUA Ilha Guam, Micronesia (1998-2000) 13º27’N 144º47’L Lambert (2003) 
China 
Península de Bailong, Golfo de 
Beibu (2006-2007)  
21º30’N 108º14’L 
Li et al. (2010) 
China Porto de Tolo  22°26’N 114°11’O Kott & Goodbody (1980) 
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Oceano/Mar País Registro(s) Referência(s) 
Pacífico 
Norte - Oeste 
China Taiwan, Porto de Dapeng 22º27’N 120º28’L Huang & Chen (2001) 
China Kau Lau Wan Hoi  22°28’N 114°22’L Kott & Goodbody (1980) 
China Baía de Daya (1986-1987) 22°40’N 114°39’L Yan & Huang (1990) 
China Baía de Dayawan, Huizhou 23°6’N 114°24’L Wang et al. (2001) 
China Xiamen  24º26’N 118º4’L 
Huang et al. (2003), Ying et al. 
(2003), Danqing et al. (2006),  Feng 
et al. (2010) 
Japão Ilhas Tokara 29º10’N 129º15’L Tokioka (1954a), Tokioka (1963) 
Japão Mar de Ariake (1957-1958) 32º59’N 130º20’L Tokioka (1960) 
Japão Ariake-Kai 33º4’N 130º15’L Tokioka (1953b), Tokioka (1963) 
Japão Península de Kii 34º16’N 135º52’L Nishikawa (1980) 
Japão Hirosima, Mar de Inland 34º20’N 132º25’L Tokioka (1953a) 
Japão Onomiti 34º24’N 133º12’L Tokioka (1953b), Tokioka (1963) 
Japão Baía de Osaka 34º32’N 135º11’L 
Tokioka (1951), Tokioka (1954b), 
Tokioka (1963) 
Japão Ilha Sugashima (2015) 34°32’N 136°59’L Novo registro 
Japão Baía de Wakasa 34º39’N 134º58’L Nishikawa (1991) 
Japão Baía de Sagami 35º12’N 139º24’L Tokioka (1953b), Tokioka (1963) 
Japão Yokohama 35º26’N 139º38’L Tokioka (1953b), Tokioka (1963) 
Japão Tottori 35º30’N 134º14’L Nishikawa (1991) 
Japão Baía de Tsukumo 37º18’N 137º14’L Nishikawa (1991) 
Japão Ilha Sado (1979) 38º2’N 138º20’L 
Tokioka (1962), Tokioka (1963), 
Tokioka (1967), Tokioka & 
Nishikawa (1975) 
Coreia Mar da Coreia 38°19’N 127°14’L 
Tokioka & Nishikawa (1975), 
Nishikawa (1992), Rho et al. (2000) 
Japão Península de Oga (1983) 39º54’N 139º47’L Nishikawa (1984a) 
Japão Fukaura 40º38’N 139º55’L Nishikawa (1991) 
Pacífico 
Central 
França Polinésia Francesa (1997) 17°32’S 149°34’O Monniot & Monniot (2003) 
França Taiti, Papeete (1984) 17°40’S 149°27’O 
Monniot et al. (1985), Monniot & 
Monniot (1987) 
Pacífico 
Sul - Leste Equador 
Galápagos, Ilha Baltra (2016) 




Suplemento 1. Registros históricos da distribuição de Styela canopus desde 1816 (continuação). 
Oceano/Mar País Registro(s) Referência(s) 
Pacífico 
Sul - Oeste 
Austrália Mar de Arafura  9°30’S 135°0’L Sluiter (1895), Tokioka (1955) 
Nova 
Caledônia 
Recifes de Coral 




21°4’S 167°21’L Monniot (1991) 
Nova 
Caledônia 
Saint-Vincent, Hugon (1961-1962) 




22º15’S 166º27’L Tokioka (1961), Monniot (1988) 
Austrália Queensland, Baía de Moreton 27º8’S 153º2’L Kott (1952, 1964, 1985) 
Austrália Austrália ocidental 28º8’S 114º14’L 
Abbott & Johnson (1972), Kott 
(1985) 
Austrália Porto de Fremantle 32°3’S 115°44’L Kott (1952) 
  
Suplemento 2. Sequências utilizadas como grupo externo nas análises filogenéticas moleculares. 
 





























Suplemento 3. Códigos de acesso do GenBank das sequências externas utilizadas nas análises 
filogenéticas moleculares. 
Styela clava HQ730800.1 HQ916445.1 HQ916369.1 HQ916396.1 
COI HQ730801.1 HQ916446.1 HQ916370.1 HQ916397.1 
FJ528635.1 HQ730802.1 JX885722.1 HQ916371.1 HQ916398.1 
GU328009.1 HQ730803.1 KC492160.1 HQ916372.1 HQ916399.1 
GU328010.1 HQ730804.1 KC492161.1 HQ916373.1 HQ916400.1 
GU328011.1 HQ730805.1 KC492162.1 HQ916374.1 HQ916402.1 
GU328012.1 HQ730806.1 KC492164.1 HQ916375.1 HQ916403.1 
GU328015.1 HQ730808.1 KC492167.1 HQ916377.1 HQ916404.1 
GU328017.1 HQ730809.1 KM508852.1 HQ916378.1 HQ916406.1 
GU328018.1 JQ742956.1 KM508853.1 HQ916379.1 HQ916407.1 
GU328019.1 KC905096.1 KM508855.1 HQ916380.1 HQ916408.1 
GU328022.1 KC905097.1 KM508863.1 HQ916381.1 HQ916409.1 
GU328023.1 KC905098.1 KM508865.1 HQ916382.1 HQ916410.1 
GU328024.1 KC905099.1 KU878146.1 HQ916383.1 HQ916413.1 
GU328026.1 KC905100.1 KU878147.1 HQ916384.1 HQ916414.1 
GU328027.1 KC905101.1 KU878151.1 HQ916385.1 HQ916415.1 
GU328028.1 KC905102.1 KY111430.1 HQ916386.1 HQ916416.1 
GU328029.1 KJ725171.1 KY111431.1 HQ916387.1 HQ916417.1 
GU328031.1 KU647849.1 KY111432.1 HQ916388.1 HQ916418.1 
GU328032.1 KY235620.1 Styela plicata HQ916389.1 HQ916419.1 
GU328034.1 Styela plicata ANT HQ916390.1 HQ916420.1 
HQ730795.1 COI HQ916363.1 HQ916391.1 HQ916421.1 
HQ730796.1 HQ916430.1 HQ916364.1 HQ916392.1 HQ916422.1 
HQ730797.1 HQ916433.1 HQ916365.1 HQ916393.1 HQ916423.1 
HQ730798.1 HQ916441.1 HQ916367.1 HQ916394.1  
HQ730799.1 HQ916442.1 HQ916368.1 HQ916395.1  
 
Suplemento 4. Dados brutos da análise morfométrica. 
ID Métricos Merísticos 
CC LC CSO CSA DTD Od1 Od2 Oe1 Oe2 CE DO TO VLd VLe FM Gd Ge PLE LT 
AR01 16,0 9,0 2,4 2,9 0,77 8,1 7,1 7,6 7,6 7,8 0,1472 42 69 62 18 2 2 21 5 
AR02 18,0 9,0 2,4 3,1 0,55 9,5 6,6 7,8 5,0 10,5 0,1472 42 58 57 12 2 2 20 5 
AR03 15,0 7,0 2,6 1,4 0,55 7,4 5,5 6,2 3,8 8,3 0,1330 15 66 65 10 2 2 20 5 
AR04 19,0 10,0 5,7 5,2 0,66 12,6 0,0 10,2 6,9 8,8 0,1235 34 61 58 22 1 2 21 12 
AR05 15,0 6,0 4,5 4,8 0,50 7,8 5,0 6,6 5,5 7,1 0,1320 18 50 50 12 2 2 19 5 
AR06 23,0 15,0 3,5 4,0 0,82 12,4 8,6 14,7 8,6 12,4 0,0618 23 154 124 12 2 2 16 1 
AR07 14,0 7,0 2,0 1,5 0,38 6,4 5,5 6,2 4,5 8,8 0,1520 35 68 63 12 2 2 15 1 
AN01 17,0 6,0 1,0 0,8 0,60 8,3 6,9 5,7 3,1 11,4 0,1805 50 82 88 6 2 2 18 22 
AN02 18,0 9,0 1,2 1,9 0,60 6,4 5,9 9,5 5,2 12,8 0,1758 72 120 115 6 2 2 25 10 
AN03 17,0 11,0 1,4 1,0 0,66 11,2 7,8 7,8 6,7 10,7 0,1995 63 110 99 5 2 2 23 57 
AN04 18,0 12,0 1,5 0,9 0,33 8,6 5,9 6,4 3,3 16,4 0,1758 41 87 83 6 2 2 22 18 
AN05 10,0 8,0 1,5 0,8 0,28 5,5 3,1 5,2 4,8 4,8 0,1758 33 66 67 14 2 2 18 8 
AN06 15,0 9,0 2,0 2,0 0,66 5,6 5,0 3,8 3,5 9,5 0,1710 39 94 91 5 2 2 22 9 
AN07 19,0 11,0 1,2 1,5 0,82 13,5 9,7 8,6 8,6 12,4 0,1615 43 107 101 7 2 2 19 15 
AN08 10,0 4,0 1,5 0,5 0,33 2,1 2,0 2,6 2,4 3,3 0,1425 22 41 37 7 2 2 17 2 
BA01 14,0 9,0 0,7 0,9 0,44 5,2 4,8 5,2 4,3 7,1 0,1615 27 67 61 15 2 2 15 10 
BA02 13,0 8,0 2,4 1,9 0,55 6,5 5,2 5,0 3,6 6,2 0,1615 32 66 63 12 2 2 23 6 
BA03 10,0 7,0 1,3 0,8 0,44 4,8 4,8 5,9 3,3 4,8 0,1662 29 62 61 11 2 2 22 6 
BA04 11,0 6,0 1,7 1,4 0,44 5,7 4,8 5,2 3,6 5,0 0,1472 27 64 61 11 2 2 18 4 
BA05 10,0 6,0 1,6 1,0 0,33 3,8 3,6 5,2 2,9 3,8 0,1615 22 56 50 12 2 2 20 4 
BA06 11,0 5,0 1,3 1,5 0,33 6,4 5,2 5,5 4,3 5,0 0,1710 25 61 64 11 2 2 21 5 
BA07 13,0 7,0 1,5 1,5 0,38 0,0 0,0 0,0 0,0 6,7 0,0000 29 60 53 15 0 0 18 0 
BA08 14,0 6,0 2,0 2,0 0,50 6,9 4,5 6,2 5,2 6,4 0,1805 48 81 78 11 2 2 20 11 
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ID Métricos Merísticos 
CC LC CSO CSA DTD Od1 Od2 Oe1 Oe2 CE DO TO VLd VLe FM Gd Ge PLE LT 
BA09 10,0 5,0 1,8 1,3 0,44 4,5 4,0 2,9 2,4 4,0 0,1900 22 59 57 11 2 2 19 5 
BA10 12,0 6,0 1,0 1,0 0,55 4,8 4,3 5,2 3,3 5,5 0,1758 30 69 65 12 2 2 19 7 
BA11 13,0 6,0 1,8 2,0 0,50 5,9 4,8 7,1 5,0 6,2 0,152 40 76 75 12 2 2 28 8 
CE01 14,0 8,0 1,9 1,9 0,53 5,7 4,0 3,8 3,1 4,3 0,1320 55 65 60 12 2 2 21 4 
CE02 10,0 7,0 1,9 1,9 0,33 4,3 4,3 4,5 3,1 4,8 0,1225 35 68 66 10 2 2 18 1 
CE03 17,0 8,0 1,0 1,4 0,38 3,8 3,8 6,2 5,2 5,0 0,1264 37 74 78 10 2 2 23 1 
CE04 6,0 5,0 1,7 1,4 0,17 3,3 2,4 3,8 2,1 3,3 0,1235 35 55 51 10 2 2 25 1 
CE05 9,0 5,0 1,7 1,7 0,33 2,6 2,4 3,3 2,6 3,6 0,1302 33 49 50 11 2 2 24 2 
CE06 11,0 5,0 1,2 1,2 0,25 2,4 3,3 4,3 1,2 3,8 0,1330 47 57 55 12 2 2 18 1 
CE07 5,0 3,0 0,6 1,2 0,17 2,1 1,9 1,6 1,6 1,7 0,1178 34 37 34 7 2 2 14 1 
CE08 10,0 5,0 2,0 2,0 0,44 4,3 3,4 3,3 3,3 6,6 0,1283 41 61 70 9 2 2 21 7 
CE09 12,0 7,0 1,0 1,2 0,33 5,2 3,8 5,5 3,3 4,8 0,1378 36 65 66 7 2 2 26 1 
CE10 14,0 9,0 2,8 3,4 0,55 6,2 4,3 5,5 3,3 6,9 0,1188 46 89 85 12 2 2 23 1 
CE11 12,0 6,0 1,2 1,8 0,33 5,9 4,5 4,8 3,6 5,9 0,1425 31 54 57 9 2 2 20 3 
CE12 13,0 8,0 2,8 3,6 0,33 9,3 7,1 8,1 7,6 6,9 0,1330 58 67 69 12 2 2 24 4 
CR01 16,0 10,0 2,0 2,3 0,50 6,7 5,5 6,1 4,0 8,6 0,1520 24 53 59 11 2 2 23 9 
CR02 17,0 11,0 1,9 1,9 0,77 9,0 6,4 5,7 5,2 7,4 0,1501 16 61 61 11 2 2 18 9 
CR03 15,0 10,0 1,3 1,3 0,39 7,1 6,9 5,9 5,2 6,4 0,1349 17 61 61 11 2 2 20 5 
CR04 15,0 10,0 1,0 0,7 0,38 4,8 4,8 5,8 5,7 6,4 0,1368 18 59 56 11 2 2 21 6 
CR05 18,0 10,0 1,5 1,2 0,44 0,0 0,0 0,0 0,0 5,2 0,0000 15 57 57 14 0 0 21 0 
ES01 11,0 7,0 1,0 1,0 0,44 5,2 4,3 5,5 4,3 7,6 0,1853 36 69 65 13 2 2 21 4 
ES02 7,0 4,0 0,7 0,7 0,24 2,4 2,3 2,9 1,5 5,2 0,1758 28 55 47 7 2 2 12 2 
ES03 13,0 5,0 1,9 1,2 0,39 4,5 3,6 5,2 2,4 5,5 0,1330 50 51 50 11 2 2 22 3 
ES04 11,0 6,0 1,5 0,8 0,55 4,0 3,1 3,8 2,4 6,4 0,1425 36 52 46 9 2 2 19 4 
ES05 10,0 7,0 1,7 1,7 0,28 5,2 3,3 5,2 4,0 7,4 0,1378 53 57 56 9 2 2 21 4 
ES06 11,0 6,0 1,2 1,0 0,22 5,0 4,8 5,9 3,8 6,9 0,1425 57 46 49 11 2 2 19 2 
ES07 29,0 17,0 4,3 4,8 1,30 17,6 9,9 12,6 9,0 17,1 0,2233 62 103 101 7 5 5 23 4 
ES08 29,0 18,0 2,9 2,9 0,88 13,3 9,5 14,3 7,6 14,3 0,2185 32 94 94 12 8 5 22 3 
ES09 28,0 15,0 3,5 3,0 0,77 11,4 10,5 14,3 7,6 11,9 0,2280 43 100 95 11 7 4 22 3 
GA01 17,0 9,0 4,3 2,4 0,38 7,4 6,2 6,2 3,8 8,1 0,1678 43 71 71 7 2 2 20 4 
GA02 12,0 7,0 2,4 2,4 0,39 5,0 4,0 5,2 3,1 5,2 0,1425 35 58 54 10 2 2 21 4 
GA03 16,0 10,0 1,9 1,9 0,51 7,6 6,7 6,2 5,7 5,0 0,1568 34 65 65 12 2 2 22 4 
GA04 12,0 9,0 3,1 3,3 0,44 7,4 6,4 5,5 5,2 6,9 0,1739 36 65 65 12 2 2 21 5 
GA05 10,0 6,0 1,7 1,2 0,40 5,7 5,0 5,2 3,3 7,6 0,1615 32 51 50 8 2 2 21 3 
GA06 10,0 7,0 1,6 2,1 0,44 6,2 4,5 4,8 3,8 6,9 0,1663 31 53 50 10 2 2 18 3 
GA07 11,0 7,0 2,5 2,0 0,50 6,2 5,2 5,0 4,9 5,7 0,1900 35 61 61 11 2 2 17 3 
GA08 12,0 7,0 3,4 3,0 0,38 5,9 5,0 4,8 4,5 5,7 0,1853 34 60 59 11 2 2 22 3 
GA09 13,0 9,0 3,0 3,4 0,44 5,7 5,7 5,7 5,0 6,2 0,1710 37 58 58 12 2 2 20 11 
GA10 14,0 8,0 3,5 3,0 0,33 7,1 5,9 7,4 7,1 6,7 0,1710 47 61 63 12 2 2 21 5 
GA11 11,0 8,0 2,5 3,8 0,44 7,6 7,1 7,8 7,6 6,2 0,1568 35 62 55 9 2 2 22 7 
GA12 11,0 7,0 1,4 1,4 0,33 4,3 3,8 4,3 2,6 5,0 0,1520 31 52 44 11 2 2 17 2 
GA13 11,0 7,0 2,5 2,3 0,38 6,2 5,2 6,2 4,0 6,2 0,1378 44 55 54 13 2 2 19 4 
GR01 12,0 8,0 3,1 1,2 0,39 7,4 4,8 5,0 4,8 5,5 0,1758 26 45 45 12 2 2 18 7 
GR02 14,0 11,0 1,2 0,5 0,44 8,0 7,1 8,3 7,4 7,1 0,1758 38 59 54 13 2 2 16 4 
GR03 13,0 7,0 0,6 0,6 0,38 6,7 5,5 5,0 4,5 7,1 0,1092 45 74 70 9 2 2 15 2 
GR04 13,0 9,0 1,8 1,3 0,50 5,9 4,8 5,7 4,5 7,6 0,1852 37 47 45 17 2 2 19 5 
GR5 13,0 8,0 0,9 0,5 0,44 7,1 4,3 4,8 3,3 7,4 0,1805 42 60 59 10 2 2 21 4 
GR06 15,0 10,0 1,5 0,8 0,38 9,5 9,0 5,5 5,2 7,8 0,1948 50 59 55 9 2 2 26 3 
GR07 12,0 8,0 1,5 1,0 0,60 8,1 5,2 6,7 4,3 6,9 0,1853 42 64 62 16 2 2 20 3 
GR08 11,0 7,0 1,0 0,6 0,55 6,9 0,0 5,7 0,0 6,2 0,1758 39 48 46 12 1 1 17 0 
GR09 15,0 11,0 1,3 1,0 0,50 6,7 6,9 8,6 5,2 7,6 0,1663 42 54 52 12 2 2 19 5 




Suplemento 4. Dados brutos da análise morfométrica (continuação). 
ID Métricos Merísticos 
CC LC CSO CSA DTD Od1 Od2 Oe1 Oe2 CE DO TO VLd VLe FM Gd Ge PLE LT 
IR02 18,0 8,0 1,9 1,2 0,38 6,2 5,9 4,6 0,0 6,8 0,1615 30 105 99 6 2 1 24 8 
IR03 20,0 9,0 1,5 0,8 0,50 7,8 6,9 7,6 0,0 6,1 0,1378 26 91 91 7 2 1 17 4 
JP01 14,0 12,0 4,3 3,8 0,44 10,9 8,6 8,6 6,9 5,5 0,1568 37 80 88 9 2 2 24 8 
JP02 16,0 8,0 4,8 3,8 0,66 10,2 5,9 7,6 5,7 5,9 0,1662 61 85 85 10 2 2 25 4 
MA01 18,0 10,0 1,9 2,4 0,75 8,6 7,6 6,9 6,2 6,7 0,1378 27 63 62 7 2 2 24 3 
MR01 14,0 9,0 0,4 0,3 0,44 5,7 4,8 5,5 3,8 4,8 0,1178 45 53 46 14 2 2 17 6 
MR02 8,0 6,0 0,9 0,8 0,30 4,0 2,3 3,8 1,5 2,9 0,1254 33 47 40 13 2 2 18 6 
MR03 10,0 5,0 1,0 1,0 0,38 3,5 1,5 3,8 1,4 2,6 0,1302 39 40 36 11 2 2 17 5 
MR04 11,0 7,0 0,9 0,5 0,33 4,9 3,8 4,3 2,0 4,5 0,1254 42 45 40 12 2 2 17 4 
MR05 12,0 9,0 1,5 1,1 0,33 6,7 5,5 4,8 4,0 3,8 0,1150 43 58 58 12 2 2 18 8 
PA01 19,0 10,0 3,3 2,9 0,44 6,2 4,8 5,2 4,8 4,8 0,1406 35 66 59 8 2 2 22 1 
PA02 31,0 15,0 3,3 3,3 0,88 13,5 7,1 11,4 9,0 7,1 0,1995 37 100 99 7 3 2 26 4 
PA03 20,0 13,0 1,9 3,9 0,25 11,1 7,2 11,7 7,8 5,1 0,1948 54 95 98 7 2 2 21 5 
PA04 34,0 16,0 7,6 7,5 0,85 20,9 10,5 14,3 13,0 4,3 0,1900 37 111 103 15 4 2 25 1 
PA05 16,0 12,0 3,3 3,8 0,66 8,6 4,8 10,5 6,2 4,8 0,1948 42 85 87 13 3 2 24 3 
PA06 16,0 9,0 2,0 2,2 0,00 19,0 8,6 10,2 8,1 5,9 0,2423 0 102 93 9 5 2 23 4 
PA07 17,0 10,0 2,5 1,5 0,00 14,2 9,0 14,2 10,2 7,4 0,2280 0 106 99 12 3 2 19 2 
PA08 14,0 10,0 2,0 1,8 0,44 8,3 7,4 6,9 2,6 5,2 0,1995 50 80 75 8 2 2 19 3 
PA09 15,0 10,0 1,8 1,8 0,77 7,4 4,5 5,7 4,8 4,5 0,2233 0 94 98 7 4 2 23 1 
PA10 19,0 12,0 2,0 2,2 0,66 9,7 2,8 7,6 5,7 6,6 0,2043 31 104 91 10 4 2 24 1 
PA11 22,0 11,0 3,3 4,3 0,55 10,2 8,6 9,3 7,1 4,8 0,2138 35 95 92 11 4 2 24 1 
PA12 13,0 8,0 1,8 2,5 0,33 4,0 4,8 5,5 3,8 4,5 0,1425 37 58 58 13 2 2 20 2 
PA13 18,0 13,0 2,8 3,8 0,55 10,0 7,1 7,6 5,9 5,2 0,1948 49 98 90 9 4 3 28 1 
PE01 19,0 10,0 2,0 2,2 0,72 7,8 7,7 9,4 8,5 15,0 0,1948 76 83 79 5 2 2 20 4 
PE02 24,0 12,0 1,8 2,6 0,75 11,5 8,0 10,5 9,0 16,0 0,1853 85 127 125 5 2 2 21 4 
PE03 15,0 8,0 1,2 1,2 0,44 6,2 5,3 5,9 4,5 10,4 0,2185 65 90 79 7 2 2 22 4 
PE04 19,0 12,0 1,4 1,4 0,66 12,1 8,8 8,8 6,7 13,8 0,1976 103 116 119 7 2 2 20 4 
PE05 17,0 11,0 1,4 1,9 0,44 8,6 5,2 5,2 4,0 6,7 0,2109 64 85 83 7 2 2 22 2 
PE06 16,0 10,0 2,5 2,5 0,38 6,7 6,1 6,7 4,5 9,5 0,1758 61 57 55 14 2 2 25 6 
PE07 19,0 9,0 0,5 0,5 0,77 13,5 8,8 9,3 8,1 10,9 0,2138 84 100 96 7 2 2 23 6 
PE08 10,0 9,0 1,0 1,5 0,38 5,5 5,0 5,5 3,8 6,0 0,1617 61 45 42 14 2 2 27 4 
PE09 12,0 10,0 1,4 1,2 0,28 4,8 4,8 3,8 3,1 6,7 0,1663 43 57 43 12 2 2 20 4 
PE10 16,0 10,0 1,3 1,3 0,55 9,7 7,8 7,6 5,2 11,4 0,1995 98 93 83 10 2 2 18 4 
PR01 12,0 7,0 2,4 2,4 0,22 6,2 3,3 4,3 2,7 5,5 0,1805 71 80 63 5 2 2 17 3 
PR02 10,0 4,8 0,0 0,0 0,22 4,2 2,3 4,8 2,7 4,3 0,1282 29 0 0 10 2 2 15 1 
RJ01 11,0 8,0 1,1 2,1 0,44 5,2 4,8 5,2 3,1 5,2 0,1710 25 48 49 11 2 2 16 15 
RJ02 11,0 7,0 1,1 0,6 0,55 5,2 4,3 5,0 2,9 8,1 0,1758 43 63 53 7 2 2 18 5 
SI01 13,0 6,0 0,5 0,5 0,55 5,2 4,8 5,9 3,8 5,5 0,1568 35 58 47 9 2 2 19 4 
SI02 9,0 5,0 2,0 1,5 0,55 3,6 2,9 4,5 2,4 4,3 0,1520 27 59 67 10 2 2 17 3 
SI03 12,0 7,0 2,9 2,4 0,50 5,9 4,8 7,1 2,9 5,5 0,1568 44 66 75 11 2 2 19 14 
SI04 10,0 7,0 1,7 1,9 0,55 3,6 3,3 4,5 3,3 3,6 0,1378 29 67 60 9 2 2 20 9 
SI05 9,0 4,0 1,9 1,9 0,38 4,3 3,8 3,8 3,3 4,3 0,1520 27 54 53 10 2 2 19 1 
SI06 9,0 4,0 0,5 0,4 0,27 3,3 2,8 4,3 2,4 3,3 0,1416 24 45 48 8 2 2 17 1 
SI07 8,0 4,0 0,8 1,5 0,38 3,1 2,8 3,6 1,9 3,1 0,1330 30 50 52 8 2 2 18 3 
SI08 7,0 4,0 1,4 0,5 0,33 2,6 2,4 3,3 2,1 3,8 0,1045 22 42 45 7 2 2 15 2 
SP01 17,0 10,0 1,0 1,0 0,64 9,0 6,7 7,7 4,3 8,1 0,1662 44 70 66 8 2 2 25 4 
SP02 19,0 12,0 1,9 1,9 0,45 9,0 8,1 6,7 6,4 8,7 0,1615 40 80 76 9 2 2 13 5 
SP03 18,0 13,0 1,3 2,0 0,44 9,5 6,9 7,1 5,2 8,6 0,1615 51 59 55 17 2 2 23 5 
SP04 17,0 8,0 1,7 1,0 0,72 8,6 6,9 6,6 4,8 9,5 0,1568 41 75 70 14 2 2 19 4 
SP05 17,0 11,0 2,5 1,5 0,77 7,6 5,9 7,5 5,9 9,0 0,1615 37 68 67 12 2 2 23 4 
SP06 16,0 8,0 0,8 0,5 0,60 8,6 7,6 10,9 6,4 10,2 0,1900 60 87 74 12 2 2 23 3 




Suplemento 4. Dados brutos da análise morfométrica (continuação). 
ID Métricos Merísticos 
CC LC CSO CSA DTD Od1 Od2 Oe1 Oe2 CE DO TO VLd VLe FM Gd Ge PLE LT 
SP08 18,0 10,0 0,8 0,5 0,66 12,6 7,1 10,7 9,0 12,8 0,1805 85 93 81 7 2 2 20 1 
SP09 17,0 9,0 3,0 3,0 0,72 10,2 8,8 12,4 7,6 9,9 0,1378 39 73 71 8 2 2 20 1 
SP10 11,0 7,0 1,8 2,0 0,44 3,8 3,3 4,8 2,4 3,8 0,1568 34 77 71 14 2 2 22 3 
SP11 9,0 6,0 0,8 1,5 0,44 4,3 4,0 4,5 3,3 5,2 0,1473 23 61 53 10 2 2 21 2 
SP12 12,0 7,0 1,8 0,8 0,50 7,1 4,8 5,0 4,8 6,2 0,1425 25 67 63 12 2 2 24 6 
ST01 11,0 8,2 1,5 1,5 0,28 4,3 2,5 4,5 4,3 4,5 0,1387 22 62 54 10 2 2 19 5 
ST02 14,0 10,0 1,3 1,3 0,50 6,2 4,7 6,2 4,3 5,4 0,1444 48 70 62 12 2 2 20 5 
ST03 15,0 7,0 0,8 0,8 0,50 5,9 5,5 6,4 3,5 8,6 0,1425 39 69 69 12 2 2 22 4 
ST04 9,0 6,0 0,9 1,3 0,28 5,5 5,2 5,9 0,0 6,2 0,1425 34 56 62 12 1 2 16 5 
ST05 12,0 7,0 0,4 0,4 0,38 7,4 0,0 6,2 2,5 7,4 0,1416 25 56 61 13 2 1 18 3 
 
Suplemento 5. Matriz de caracteres discretos e respectivos estados.  
AR0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 
AR0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 
AR0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 
AR0 4 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 
AR05 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 
AR06 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
AR07 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 
AN0 1 0 0 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 0 0 
AN0 2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
AN0 3 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
AN0 4 0 0 0 0 0 0 2 0 0 1 0 0 0 1 0 0 
AN05 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
AN06 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
AN07 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
AN08 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
BA0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
BA0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 1 1 1 
BA0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 1 1 1 
BA0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 1 1 1 
BA05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 1 0 0 
BA06 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 1 0 0 
BA07 0 ? ? 0 0 0 ? 0 0 0 0 2 1 1 0 0 
BA08 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 2 1 1 0 0 
BA09 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 1 0 0 
BA10 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 2 1 1 0 2 
BA1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
CE0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
CE0 2 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
CE0 3 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
CE0 4 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
CE05 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 
CE06 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
CE07 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
CE08 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
CE09 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
CE10 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
CE1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
CE12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
CR0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 
CR0 2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 
CR0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 
CR0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 
CR05 0 ? ? 0 0 0 ? 0 0 0 0 0 0 1 1 0 
ES0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
ES0 2 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
ES0 3 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 
ES0 4 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
ES05 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
ES06 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
ES07 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 3 0 0 0 0 
ES08 1 0 0 1 1 1  01 1 0 0 3 0 0 0 1 
ES09 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 3 0 0 0 1 
GA0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 
GA0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 
GA0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 
GA0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 
GA05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 
GA06 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 
GA07 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 
GA08 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 
GA09 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 
GA10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 
GA1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 
GA12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 
GA13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 
GR0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 4 1 1 0 0 
GR0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 1 1 0 0 
GR0 3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 1 1 0 0 
GR0 4 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 4 1 1 0 0 
GR05 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 4 1 1 0 0  
GR06 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 
GR07 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 
GR08 1 ? ? 0 0 0 0 0 0 0 0 4 1 1 0 0 
GR09 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 4 1 1 0 0 
IR0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 
IR0 2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
IR0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
JP0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 
JP0 2 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 
MA0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
MR0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
MR0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ? 1 1 1 
MR0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 
MR0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 
MR05 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 
PA0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
PA0 2 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 2 0 0 0 1 
PA0 3 1 ? ? 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 1 
PA0 4 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 1 
PA05 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 1 
PA06 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 ? 
PA07 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 ? 
PA08 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 1 1 
PA09 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 ? 
PA10 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 ? 
PA1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 2 0 0 0 1 
PA12 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
PA13 1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 2 0 0 0 1 
PE0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 
PE0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 
PE0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 ? 0 0 
PE0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 ? 0 0 
PE05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
PE06 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
PE07 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 1 0 0 
PE08 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
PE09 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 
PE10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 
PR0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 
PR0 2 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 ? 
RJ0 1 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 1 1 0 0 
RJ0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 
SI0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
SI0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 1 
SI0 3 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 2 0 0 0 1 
SI0 4 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 2 0 0 0 1 
SI05 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 
SI06 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 1 
SI07 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 1 
SI08 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 1 
SP0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 1 
SP0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 
SP0 3 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
SP0 4 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
SP05 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
SP06 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
SP07 1 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
SP08 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
SP09 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
SP10 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
SP1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
SP12 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
ST0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 
ST0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 2 
ST0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 4 0 1 1 0 
ST0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 1 1 0 
ST05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 1 1 0 
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